UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

S Y
[ s *','-_. !' =
L (I ,h: -

| ]’m

CURITIBA
2017



OMAR DANIEL PAIRAZAMAN QUIROZ

POTENCIAL BIOTECNOLOGICO PARA A UTILIZACAO DOS HIDROLISADOS
HEMICELULOSICOS DOS CACHOS VAZIOS DA PALMA (Elaeis guineensis) NA
PRODUCAO DE ACIDOS ORGANICOS.

Dissertagdo apresentada ao programa de
Pd6s-graduacao em Engenharia de
Bioprocessos e Biotecnologia, Setor de
Tecnologia, da Universidade Federal do
Parana, como requisito parcial para obter o
grau de Mestre em Engenharia de
Bioprocessos e Biotecnologia.

Orientadora: Profa. Dra. Adenise Lorenci
Woiciechowski.

Co-Orientador: Prof. Dr. Carlos Ricardo

Soccol.

CURITIBA
2017



OMAR DANIEL PAIRAZAMAN QUIROZ

Catalogac&o na Fonte: Sistema de Bibliotecas, UFPR
Biblioteca de Ciéncia e Tecnologia

P148p

Pairazaman Quiroz, Omar Daniel

Potencial biotecnolégico para a utilizagdo dos hidrolisados
hemiceluldsicos dos cachos vazios da palma (Elaeis guineensis) na producio
de acidos organicos [recurso eletrdnico] / Omar Daniel Pairazaman Quiroz. —
Curitiba, 2017.

Dissertacdo - Universidade Federal do Parana, Setor de Tecnologia,
Programa de Pés-Graduag&o em Engenharia de Bioprocessos e
Biotecnologia, 2017.

Orientador: Adenise Lorenci Woiciechowski — Coorientador: Carlos
Ricardo Soccol .

1. Acidos organicos. 2. Elaeis guineensis. 3. Palma. 4. Hidrdlise. 5. Acido
fumarico. 6. Acido latico. |. Universidade Federal do Parana. 1.
Woiciechowski, Adenise Lorenci. lll. Soccol , Carlos Ricardo. IV. Titulo.

Bibliotecario: Elias Barbosa da Silva CRB-9/1894




e e MIRSTERKD [ POUCACAD
1 ‘. 1 i"'l' JHIVERSIZADE FEDEREAL 07 PaMARA
iagka “lnr PROCREITORL DE PESOUISE B 305 CAMDAT &
'irﬂn'Tlrll,l:h:l:.ll.

I..J F P R Prad e d 0 P ediasbe e ERGERFRSA DL POPOCESSOS E BOTECKOL DG

v SRR R LB CARES: AODATDLENIERE

TERMO DE APROVALAD

O Waembecs da Bance Fuaminadia defigracs pebs Colegiado do Srograma dé Pes. Graduscac &
ERGENHARI BE BIDFRDCESSNS E BCTECNOLGEI da Unuersaade Fedaral oo ®aracd facam comofadas
EEr3 FESNEIT & anguigdn da Diaser s io oo Mastrado de OMAR DANIEL PAIAATEMAN GUIROZE nrculach
"Potencial Bictecnobogko para @ utlizacss dos hidreBiados Bemedulosicos dos cached vazios
da palme (Elaers guineensis) na produgdn de acidos argdalens.  apih tonerm inquinde o slana e
uairaon o avsliagan do trabal, who e parsce pela sus gl F]d,q.l-r_, gl

Curtios. 11 de Margo dea 7017

|:f.'- Bl
EDEnrg LOREME WO 0w s
Hearhaie Jd Banz i Esarifddo [LUFPH
- -r -'-\—
ARIOY TANDCAS FILHD
Sdyalador Exiemn {L¥FP=|

e R e L R B
JALIANE BF CILIVEIRA
i Aulbados Eatuonu (LFPL]

5 | ' 5 ol . f'
, el el . AL Lodieril e
VALTINEIDE QLIVEIRA DE ERORADE r-\H:ﬂF
Ewaliador Exberno (UFAH

Conlese como o
' ditﬁglm..ﬁjlﬂ

g L 0 PRGERR T
Wt XE14

cinite e iy e B = TMGTMHARE DE BIDPRICISS0N E MCTICAOLOGW | UFr
Iniymhefadie el 59 Fariinie Cintm Pfdinica - Gurfcha - Farac s i
COP E STl « Tl (Aunadsh 13811650 - Fae (T XIED 800 - Eompt winCow b o plr il

ey



Para minha mae Doris Quiroz, pilar indiscutivel de minha fortaleza, exemplo de

perseveranga e coragem.



Agradecimentos

A Organizacéo dos Estados Americanos (OEA) e ao grupo Coimbra de universidades

Brasileiras pela oportunidade e o apoio financeiro.

Ao professor Dr. Carlos Ricardo Soccol, pela oportunidade de pesquisar no laboratério

de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia.

Agradego também a minha orientadora, prof.? Dr.2. Adenise, pela oportunidade de

trabalhar no sua equipe, pela orientagdo e amizade durante meu estagio no Brasil.

Ao professor Aridbn Zandona Filho, pelo apoio incondicional e pela amizade.

A os professores do colegiado do programa, pela disposicdo e apoio.

A Luis Perez, pela grande amizade, companheirismo durante minha permanéncia no

Brasil.

A Mara, Marcela, Brenda, Cristina e Renato pela paciéncia, forca e compreensao nos

meus momentos de estresse.

Aos amigos e colegas de laboratério, Lina, Biaani, Estefania, Emerson, Joyce, Priscila,
Erikson, Carolina, Zulma, Patrick, Lorenzo, Débora, Juliana, Otacilio, Liliana, Lucas,
Nelson, André, Ana, Mauricio, Marcela, Anténio, Mariza, Jhonathan, Luis Z, Kim, Grécia,
Denise, Walter, Fernanda K, Fernanda P, Daniel, Sayuri, Bruna, Driely, D&o, Mitiyo e

Natasha, pela amizade e parceria.



Enquanto dispuser de tempo, nesta terra, dirija seus passos pela senda do bem.
Procure agir, fazer sempre alguma coisa em beneficio de alguém, embora seja apenas
uma palavra de conforto, um gesto de carinho, um sorriso de incentivo. Faga alguma

coisa em favor do proximo, e tera o coracao cheio de alegria e de felicidade (An6nimo).



RESUMO

Os cachos vazios dos frutos da palma (EFB) sdo uma biomassa vegetal, com elevada
concentracao de polissacarideos. A celulose constitui a maior fragao entre 30 a 40%,
seguida da hemicelulose entre 20 a 25% e a lignina entre 20 a 35%. Por outro lado os
microrganismos do género Rhizopus se caracterizam pela habilidade de assimilar
hexoses e pentoses, além de ser resistentes a inibidores. Obtiveram-se agucares a partir
da fracdo compreendida entre 0,35-0,42 mm de diametro de particula dos EFB quando
foi exposta a um tratamento acido usando 1,5% de H2SO4em uma relagéo 1:10 (w/v) e a
um tratamento térmico a 130°C por 15 minutos obtendo uma concentragcdo de agucares
totais de 23,32 g.L" tendo a xilose 19,82 g.L"". O hidrolisado neutralizado com NaOH
(4M), filtrado e sem processo de detoxificacdo, serviu de meio de cultivo, em um teste
inicial, para avaliar o crescimento Rhizopus delemar 34612 e Rhizopus oryzae 28168
detectando a produgao de acido fumarico em torno de 1,5 g.L" usando peptona de soja.
Posteriormente avaliou-se o comportamento de 17 cepas de Rhizopus através de
fermentacado submersa, onde Rhizopus circicans 1745, apresentaram maiores produgoes
de acido fumarico 2,25+1,51 g.L"". Com o aumento da concentragdo de xilose no
hidrolisado até 32,75 g.L-', chegou-se a determinar que R. circicans 1475 e R. 3271
produzem 5,67+0,27 e 5,25+0,82 g.L"' de acido fumarico. R. circicans 1475 produziu
3,99+0,80 g.L" de acido latico. A melhor forma da biomassa para a produgdo de acido
fumarico € o pellet. Em conclusdo, os agucares da fracdo hemicelulolitica dos cachos
vazios da palma, podem ser utilizados por Rhizopus para a producéo de acido fumarico
e acido latico.

Palavras-chave: Cachos vazios da palma, hidrdlises acida, Rhizopus, acido fumarico e
acido latico, pellet



ABSTRACT

The Empty fruit bunches (EFB) are plant biomass with a high concentration of polysaccharides.
Cellulose constitutes the largest fraction between 30 to 40%. Therefore, it could be said that
half of the weight of EFB is constituted by sugars. On the other hand, the microorganisms of
the genus Rhizopus are characterized by the ability to assimilate hexoses and pentoses,
besides being resistant to inhibitors. The 0,35-0,42 mm fraction of the EFB was exposed to
acid tratment using 1,5% H2SOsin a 1:10 (w/v) solid-liquid ratio at 130 °C for 15 minutes,
obtaining a sugar concentration of 23,32 g.L"' and xylose concentration of 19,82 g.L". The
hydrolyzate neutralized with NaOH (4M), filtered and without detoxification process, served as
culture médium in an initial test to evaluate the growth Rhizopus delemar 34612 and Rhizopus
oryzae 28168, detecting the production of fumaric acida round 1,5 g.L-" using soy peptone.
Subsequently, the behavior of 17 strains of Rhizopus was evaluated through submerged
fermentation, where Rhizopus circicans 1745 presented the highest yields for fumaric acid of
2,25 + 1,51 g.L". As the concentration of xylose in the hydrolyzate increased to 32,75 g.L, it
was determined that R. circicans 1475 and R. 3271 produced 5,67 + 0,27 and 5,25 +0,82 g.L"
' of fumaric acid, respectively. Also, R. circicans 1475 produced 3,99 * 0,80 g.L™" lactic acid.
The best form of the celular biomass for the production of fumaric acid is as pellet. In
conclusion, sugar from the hemicellulolytic fraction of the empty palm bunches can be used by
Rhizopus for the production of fumaric acid and lactic acid.

Keywords: Empty Fruit Bunches, Hydrolysed acid, Rhizopus, fumaric acid, lactic acid, pellet
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INTRODUCAO

A producao de biodiesel no Brasil tem se incrementado oito vezes nos ultimos 11
anos, com projecdes de seguir aumentando (Figura 1-1). A partir de 2016, o Brasil se
encaminha a incrementar sua produgado de biodiesel, com o afa de substituir o diesel
derivado do petréleo por aquele obtido do éleo de palma (ABIOVE, 2013). As elevadas
concentracdes de carotendides presentes no dOleo ressaltam a sua boa qualidade,
evitando a auto-oxidagao e a oxidagao fisica dos acidos graxos insaturados (FONTANA,
2011). Embora, apds do processo de extragao de 6leo da palma, sdo produzidos residuos
que podem ser importantes biotecnologicamente, pela quantidade de agucares e
moléculas ativas, estes residuos sao os cachos vazios da palma (Empty Fruit Bunches,
EFB), fibra prensada da palma (Fiber Pressed Palm, FPP) e os efluentes liquidos obtidos
apos da extragao do dleo da palma (Palm Oil Mill Effluent, POME).
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Producéo de biodiesel B100 (m?)

Figura 1-1. Produgéo de biodiesel - B100 (m3), por produtor 2005-2017. FONTE ANP.

http://www.anp.gov.br/wwwanp/dados-estatisticos

Atualmente, estes residuos sao utilizados em compostagem para a fabricagao de
biofertilizantes (ZAINUDIN et al., 2013), producao de biogas (Nurliyana et al., 2015), e
inicialmente avaliagdes para a obtengao de biohidrogénio (HNIMAN et al., 2011). Os EFB
s&o atrativos pela quantidade de agucares (50-60%) e lignina (30-35%) contidos em sua

estrutura. Por isso pesquisas baseadas na separagédo desses componentes
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vém-se desenvolvendo, aperfeicoando estes processos (TAN et al., 2013; YING et al.,
2014). Objetivando em consolidar uma biorrefinaria a partir dos EFB, pre-tratamentos sao
feitos para liberar as fracbes de celulose, hemicelulose e lignina (TAN et al., 2013;
MEDINA et al., 2016).

Devido a que os EFB apresentam alta concentragao de hemicelulose (20-25%),
composta basicamente por xilose e arabinose (SHINOJ et al., 2011), a fragcdo dos
monossacarideos € solubilizada pelas hidrolises acidas (YING et al., 2014).
Microrganismos como as leveduras, bactérias e fungos séo testados para a sinteses de
produtos com valor agregado. Os fungos do filo zygomycota, sdo destacados como
importantes atores dentro da biorrefinaria, pela capacidade de biossintetizar enzimas,
etanol, acidos organicos (FERREIRA et al., 2013).

Fungos do género Rhizopus, sdo destacados pela capacidade de acumular acido
fumarico no citosol, que é a parte do citoplasma com menor densidade de proteinas e
organelas intracelulares e onde acontecem as reagdes metabdlicas. Esta caracteristica
importante de Rhizopus ressalta de outros microrganismos que produzem o acido
fumarico exclusivamente no ciclo de Krebs, oferecendo novos enfoques biotecnoldgicos,
baseados na estimulacdo de vias metabdlicas para a produ¢do de acido fumarico. A
primeira vez que se detectou acido fumarico em um fungo foi em Rhizopus nigricans
(ERLICH, 1911). A partir desse momento boas quantidades de pesquisas foram feitas
(Figura 1-2), por exemplo, se descobriu as enzimas fundamentais no seu metabolismo,
“piruvato carboxilase”, “fosfoenolpiruvato carboxilase”, “malato desidrogenase” e
“fumarase”, conheceu-se o seu comportamento com diferentes tipos de agucares que
foram melhorados pelos processos de otimizagdo com biorreatores, chegando até o
melhoramento genético das espécies de Rhizopus hiper-produtoras e a recombinagao de
genes heterélogos com outras espécies de microrganismos como bactérias e leveduras
(ZHANG et al., 2012; CHEN et al., 2015; SON et al., 2015).
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Figura 1-2. Producgao de acido fumarico na historia. Fonte (AUTOR).

O acido fumarico quimicamente pode ser definido como um acido dicarboxilico
de quatro carbonos com uma dupla ligacdo (ZHOU et al., 2011). Possui caracteristicas
de aplicagdes importantes como: conservagdo dos alimentos frente ao ataque dos
microrganismos na industria dos alimentos, ser o precursor de moléculas de maior
tamanho como as resinas de papel, alquiladas ou de poliéster, é sinalado como um das
principais moléculas que servem nos blocos de construgao de biopolimeros (ROA ENGEL
et al., 2008).

Nesta revisao focou-se o potencial que tem os agucares contidos nos EFB como
substrato para Rhizopus, um fungo filamentoso com capacidades unicas no mundo
microbiano e ressaltar a capacidade de produzir acido fumarico de modo sustentavel e

amigavel ao meio ambiente.
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Objetivo general.

v" Determinar o potencial produtor de acidos organicos por Rhizopus, usando os

hidrolisados dos cachos vazios da palma.

Objetivos especificos.
v' Conhecer a composicao de aglcares no hidrolisado acido da fragao
compreendida entre 0,35 — 0,42 mm de diametro dos cachos vazios da palma.

v Selecionar a melhor cepa produtora de acido fumarico.

<

Determinar o efeito da morfologia de Rhizopus na producgao de acido fumarico.
v' Determinar as melhores condi¢des de cultivo de Rhizopus, na producéo de acido

fumarico.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Palma
1.1.1. Historia da palma no Brasil

No final do século XVI, com a chegada dos imigrantes africanos, a palma “Elaeis
guineensis” for inserida nos campos de cultivo no nordeste do pais, especificamente no
Bahia (VENTURIERI et al., 2009). Nos ultimos vinte anos fizeram- se esforgos por
melhorar a producao de 6leo de palma, e para isso, em 2010, foram criadas: a “camara
setorial de 6leo” e a “Abrapalma” que reune os maiores produtores nacionais da palma
do Brasil. Nesse contexto foi proposto o “Programa de producéo Sustentavel de Oleo de
Palma no Brasil”, onde foram destinados 60 milhdes de reais para o melhoramento
genético da palma, ampliar a oferta de sementes e mudas com uma genética definida
para o Brasil, expandir a infraestrutura moderna para a producao de plantas matrizes,
fomentar parcerias com institutos de exceléncia em 6leo de palma e fomentar a pesquisa
para avaliar os efeitos da espécie de palma (DROUVOT, 2012).

Um passo importante e significativo para lograr politicas de ampliagéo dos cultivos
da palma foi dado em 2012, quando foi criada uma Lei que regula os cultivos da floresta
amazoénica “ZEE (50/50)”, definindo que a metade (50%) do territério amazoénico poderia
ser plantada com palma, preservando os outros 50% (RAMALHO, 2010). Em 2013
determinou-se que existem mais de 28.9 milhdes de hectares propicios para os cultivos
de palma, localizados principalmente no estado do Para. Como referéncia em 2013 a area
plantada foi de 180 mil hectares (FEROLDI et al., 2014). Novas estratégias estao sendo
implementadas, para melhorar a producédo de palma, uma delas € aumentar o tempo de
vida produtivo até 40 anos de vida, conseguindo aproveitar mais o recurso vegetal. A
“Vale do Rio Doce” com o projeto de Biopalma iniciou a producédo de biodiesel usando
O0leo de palma a partir de 2016, com mais de 200 mil toneladas de biodiesel/ano
(BIODIESEL BRASIL, 2014).

1.1.2. Caracteristicas e ciclo de vida da palma
A palma proveniente do continente africano e se caracteriza por crescer nos
tropicos umidos e precisa de condigdes de temperatura e umidade adequadas (Zeven,

1964, Hartley, 1977). A palma geralmente precisa de trés anos para comegar a produzir
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os frutos que contém o dleo. Estes frutos sdo formados em cachos que depois da extragao
do 6leo se obtém os cachos vazios (EFB). A partir do 3° ano comegam a produzir fruto,
chegando a sua maturidade entre o sétimo ou oitavo ano, sendo de 25 a 30 anos o ciclo
de vida (PROJETO POTENCIALIDADES REGIONAIS, 2013).

11.3. Importancia do 6leo da palma nos biocombustiveis

O Brasil se propds aumentar a matriz energética sustentavel em 18% até 2030, no
qual o consumo de biocombustiveis € impulsionado por politicas governamentais,
fomentando o desenvolvimento de novas tecnologias na producdo do Bioetanol e do
Biodiesel (EPE, 2007). O biodiesel pode ser definido como uma mistura de monoesteres
etilicos ou metilicos de acidos graxos de cadeia longa, que s&o obtidos de fontes vegetais,
animais ou microbianas; entretanto o diesel é obtido de uma fracao da destilacdo do
petroleo envolvendo uma mistura de hidrocarbonetos lineares, ramificados, ciclicos e poli-
condensados (FONTANA, 2011). Do ponto de vista ambiental o biodiesel € menos
poluente e contribui ao equilibrio da natureza.

A partir de 2010, iniciou-se a pesquisa do 6leo da palma como um possivel
substituto da soja na producdo de biodiesel no Brasil, com as pesquisas do grupo de
pesquisa do Dr. Luiz Pereira Ramos - UFPR (FONTANA, 2011). Os primeiros intentos de
equacionar a reagao tanto de transesterificagcdo quanto de esterificagdo foram feitos por
RAMOSA et al. (2015). Posteriormente foram analisadas caracteristicas intrinsecas do
Oleo da palma, sendo interessante o elevado conteudo de carotenoides que Ihe protegem
da oxidacdo fisica e da auto-oxidacdo. Acidos graxos de cadeia larga, saturados e
insaturados foram detectados (g.L™"): laurico <1,0; Palmitico 44,3; Oleico 38,7; Linoleico
10,5; Estearico 4,6; Miristico 1,0; outros 0,9 (FONTANA, 2011). Nas perspectivas dos
novos desafios dos biocombustiveis no Brasil e especificamente do Biodiesel, o éleo da

palma é um excelente substrato a ser aproveitado.

114. Mercado mundial da palma
O sudeste de Asia ressalta pela producdo abundante de éleo de palma. Malasia
€ 0 maior produtor a nivel mundial, sendo a quarta industria mais desenvolvida nesse

pais (CHUA, 2010; WU et al., 2010), e € o maior exportador de 6leo de palma do
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sudeste de Asia e do mundo (WU et al. 2009) (Figura 1-3). Em 2013, Malasia tem
destinado 15% de terra ao cultivo de palma obtendo 19 milhdes de toneladas de 6leo de
palma deixando 83 milhdes de toneladas de biomassa (MPOB, 2014). Os maiores
importadores de oleo de palma de Malasia, em 2012 foram China, india, Paquistéo,
Estados Unidos, Singapore, Japao, Iran, Vietnam, Egito (WU et al., 2009). Em 2015,
Malasia continua sendo o maior produtor de 6leo de palma a nivel mundial, sendo os
maiores importadores de 6leo, india e China (TRADEMAP, 2016).
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Figura 1-3. Concentragao de paises produtores e exportadores de 6leo cru de
palma em 2015. Fonte: TRADEMAP, 2016

Brasil, além de ser uma potencia no Latino-América em temas energéticos, € um
dos principais produtores de 6leo de palma. Atualmente é o terceiro pais na América do
sul que produz 6leo da palma, depois da Colémbia e do Equador, e em nivel mundial é
considerado o 15° produtor (TRADEMAP, 2016). Brasil conta com terras adequadas no
norte e no nordeste do pais que sdo interessantes desde o ponto de vista climatico por
brindar no ano todo, as condigbes para que as plantagbes de Elaeis guineenses sejam
favorecidas. Segundo CORAL et al. (2015) foram instaladas 13 plantas piloto para o
processamento do 6leo da palma, tendo uma projecéo da produgao de 751 milhdes de

Oleo por ano.
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1.1.5. Residuos da palma

Como consequéncias da grande demanda que tem o 6leo da palma na utilizagédo
em biocombustiveis, grandes areas de cultivo sédo utilizadas e sado gerados grandes
quantidades de residuos. Problemas de contaminagdo ambiental aparecem como a
queima de troncos, galhos, cascas dos frutos, a eliminagdo dos efluentes nos
vertedouros, afeitando na saude da populagao (TING et al., 2013). Foi reportado que por
uma tonelada de frutos de palma processadas séo produzidas 200,0 kg de 6leo de palma,
220,0 kg de EFB, 135,0kg de fibra prensada da palma (FFP), e mais de 600,0kg de
efluentes liquidos saidos da moenda (CORLEY e TINKER, 2008; SHINOJ et al., 2011;
STICHNOTHE e SCHUCHARDT 2011). Tem-se projetado para 2020 uma produgao de
85 até 110 milhdes de toneladas de biomassa de palma (MPOB, 2014). Na figura 1-4, a

biomassa da palma é apresentada.

Plantagéo Residuo da Residuo do aceite de
plantagdo da palma palma

r—> Foliclos e peciolos da
palma Cachos vazios da palma
o (EFB) (220 kg)

do m carpo (MF)
135

Efluentes liguidos POME
(<600 kg)
T Beignaiisratie

Elaeis
guineensis

Figura 1-4. Biomassa obtida da palma

1.1.6. Cachos vazios do fruto da palma (EFB)

Os “Empty Fruit Bunches” (EFB) sao os cachos vazios depois de removidos os
frutos da palma onde € encontrado o 6leo e que sao liberados e descartados no processo
de prensagem. Pesquisas destacam que os EFB s&o uma matéria prima importante,
porque é formado por celulose (glucano), hemicelulose (xilano e arabinano) e lignina
(NOOMTIM e CHEIRSILP, 2011). Aideia de utilizar os EFB como um substrato € atrativa

porque é de baixo custo e abundante; além, encontrariamos uma saida
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amigavel ao meio ambiente evitando problemas de contaminagdo ambiental e se
promoveriam pesquisas baseadas na inovacdo para desenvolver novos produtos

biotecnoldgicos.

11.7. Caracteristicas dos EFB

As fibras dos EFB se caracterizam pela estrutura compacta e rigida que sao
associadas a celulose, hemicelulose e a lignina. Separar estas fragdes € o desafio dos
pesquisadores. Pre-tratamentos acidos, alcalinos, explosao a vapor, hidrolise enzimatica
sao utilizados, chegando-se a determinar sua composigao completa: celulose (30-40%),
hemicelulose (20-25%) e de lignina (20-35%), além de pectinas e cinzas (SHINOJ et al.,
2011).

A tendéncia dos estudos destaca que os tratamentos acidos fazem que a estrutura
da hemicelulose, que é amorfa e com menor grau de polimerizagdo que a celulose
(>5000), seja facilmente hidrolisada e liberada (HAMILTON, 1962; YING et al., 2014). No
trabalho de YING et al. (2014) usando 2%(w/w) H2SOa4, 84% das hemicelulose foram
extraidas, sendo a xilose e arabinose as pentoses liberadas. No trabalho de NOOMTIM
e CHEIRSILP (2011), se demostra que tem maximos rendimentos de agucares usando
entre 1,5 e 2,0% de H>S0s4. Posteriormente as hidrolises alcalina, sdo utilizadas para
extrair a lignina. A celulose e o ultimo componente, sendo degradado até glicose por
hidrolise enzimatica. Estes agucares podem ser usados como substrato em fermentagdes
microbianas (YING et al., 2014). Cabe ressaltar que a natureza fendlica da lignina pode
atuar como inibidor das reag¢des enzimaticas da celulose, por isso a sequéncia na ordem
do processo (CONVERSE et al., 1990).

A lignina dos EFB é considera um material com potencial, pelas aplicagées na
industria de cosméticos, farmacéuticos, polimeros, resinas e biocombustiveis. Os estudos
de MEDINA et al. (2016), se mostraram que os principais componentes da lignina sao
acidos fendlicos unidos a éster, tais como o acido p-hidroxibenzoico e o acido ferrulico;
além disso, que a lignina solubilizada usando 2,5%(w/w) NaOH, tem capacidades

antimicrobianas contra Escherichia coli e Salmonella typhimurium(Gram
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negativas) e Bacillus subtilis e Sthaphylococcus aureus (Gram positivas) e tem elevado

potencial antioxidante.

11.8. Aproveitamento dos EFB

Os EFB atualmente sao utilizados como matéria prima na producdo de metano
ou biogas em camaras anaerdbias (MATA- ALVARES et al., 2000; Menon et al., 2003;
MADAKI e SENG, 2013). Também foram reportados como substrato em atividades de
compostagem, para melhorar a qualidade das terras de cultivo; além disso, foram
identificados microrganismos nativos neste processo, mostrando o papel nos processos
catabdlicos da biomassa vegetal, destacando bactérias terméfilas com capacidades de
producdo de enzimas celuloliticas e actinomicetes com potencial na producado de
antibiéticos (ZAINUDIN et al., 2013; TING et al., 2013).

Na experiéncia de BAHARUDDIN et al. (2009), a B-glucosidase, CMCase y FPase
de Aspergillus niger, foram produzidas usando fermentacdo em estado sodlido. As
atividades enzimaticas foram de 19,02 + 0,85 (B-glucosidase), 6,36 £ 0,38 (CMCase) e
4,56 +0,26 U.g™! (FPase). A atividade enzimatica em conjunto favorece a rapida hidrolise
dos materiais lignoceluloliticos, € uma afirmacéo baseado nos experimentos de BAKAR
et al. (2010), quando utilizando os EFB construiu um consorcio microbiano produtor de
enzimas celuloliticas. A producéo de biocombustiveis como o bio-butanol ou a mistura de
acetona, butanol e etanol (ABE), foi reportada usando os agucares dos EFB. Segundo
NOOMTIM e CHEIRSILP, (2011), a produgéao de ABE por Clostridium acetobutylicum foi
de 1,06+0,17g.L™".

1.2. RHIZOPUS
1.21. Classificagao e importancia biotecnolégica de Rhizopus

Os fungos s&o organismos eucarioticos e heterotroficos, que podem colonizar
ambientes préximos usando estruturas como as hifas, micélios e esporas que podem ser
produzidas de modo assexuado e sexuado. Eles sdo classificados em quatro filos,
Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, e Basidiomycota (LENNARTSSON et al.,
2012). Os Rhizopus pertencem a classe Zygomycetes com 7 ordens, 32 familias, 130

géneros e 900 espécies. Sao chamados de Zygomycetes pela presenga de zigosporos,
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que estdo desenvolvidos dentro de um zigosporangio. O micélio geralmente é
cenocitico, apresentando septos proximos aos 6rgaos de reprodugdo. Pertencem a
ordem Mucorales, familia Abidiaceae e género Rhizopus (ALEXOPOULOQOS etal., 1996).
Estes fungos sdo encontrados no mundo todo apresentando um
comportamento saprofitico; isto € que utilizam a matéria organicaem decomposi¢ao
para aproveitar seus nutrientes e desenvolver-se. Tem importancia industrial e
biotecnoldgica, por exemplo, na industria dos alimentos fermentados aoproduzir o
Tempeh obtido a partir da fermentagao da soja com R. oligosporium, acidos organicos
como acido fumarico e latico, blocos de construgdo ou precursores na biossinteses de
biopolimeros (YIN et al., 1998; BAI et al., 2003), fornecer enzimas tipo amilases,
lipases, celulases, proteases, tanases, fitasses (SAHA et al., 2004), sendo importantes
em tarefas de biorremediagdo como degradagcédo de azo-corantes (AKSU et al., 1999;
AKSU et al., 2000) e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (SALICIS et al., 1999;
KRIVOBOK et al., 1998).

1.22. Potencial de Rhizopus na producao de acidos organicos

A partir dos 1920, foram identificados diferentes Rhizopus com capacidade de
produzir acido fumarico. Comprovou-se também que sao sintetizados outros compostos
tais como o acido latico, malico, acético (TAKAHASHI et al.,1927), inclusive alguns podem
formar misturas de acidos como o acido succinico e acido oxalico (BUTKEWITSCH,
1929). As espécies mais produtoras de acido fumarico reportadas sédo
R. oryzae, R. formosa, R. arrhizus e R. delemar (FOSTER e WAKSMAN 1938).

Um interessante estudo feito por ABE et al. (2007), mostrou que R. oryzae pode
se comportar metabodlicamente de duas formas dependendo da presenca de uma enzima
chamada lactato desidrogenasse "LDHA", isto é, se a LDHA é expressada no
microrganismo o acido latico € formado, e se ndo é expressada sao formadas outras
espécies de acidos, como o acido fumarico e o acido malico. Este ultimo subgrupo que

nao expressa a LDHA, denomina-se R. delemar (ABE et al., 2007).
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1.23. Biossintese de acido fumarico por Rhizopus

Os mondmeros de acucar sao as unidades que iniciam os processos metabdlicos
de obtencao de energia na forma de ATP e, também dos precursores de outras moléculas.
A glicdlise é a primeira etapa catabdlica, pois tem atividade enzimatica hidrolitica,
degradando os monémeros em moléculas mais simples até o piruvato. A partir desta
molécula podem ser ativadas outras vias metabdlicas, como a do ciclo de Krebs onde os
transportadores de protons e eléctrons tem intensa atividade, favorecendo a diferenca de
potencial na membrana mitocondrial formando ATP. O ciclo de Krebs também é
importante devido a intermediarios que sao sintetizadas, uma de elas, o acido fumarico.
ROMANO et al., 1967 e OVERMAN et al. (1969), mostraram a "Piruvato carboxilase" que
favorece a fixagédo do CO2 ao piruvato e junto a "Malato desidrogenase" e "Fumarase",
sintetizar-se-ia o acido fumarico (AF), em uma relagédo de 1mol de acido fumarico/1 mol
de glicose (via oxidante) ou 2 moles de acido Fumarico
/1 mol de glicose (via redutora) (OSMANI, 1985; OVERMAN et al., 1969; GANGL et al.,
1991). O rendimento de acido fumarico nao é favoravel quando é formado pelo ciclo de
Krebs, porque tem que priorizar a formagao de energia, mas pode se sintetizar por via
citosdlica, onde as enzimas antes citadas cumprem a mesma fungcdo (KENEALY et al.,
1986; OSMARI e SCRUTTON, 1985; PELEG et al., 1989; FOSTER e WAKSMAN,
1938).

Quando a xilose entra ao metabolismo dos Rhizopus, podem ocorrer algumas
desvantagens, por falta de transportadores de eléctrons (NADH+/NAD+), ou de ATP,
porque os mondémeros em degradacgao néo sao degradados na rota metabdlica. Por este
motivo se tem baixas quantidades de acido fumarico a partir da xilose, diferente da glicose
que é metabolizada rapidamente. Segundo GUANYI et al. (2015), existem gargalos na
via metabdlica da xilose como a acumulagéo de xilitol, atrapalhando o fluxo normal do
metabolismo, por tanto a xilulose e xilulose-5-fosfato que sdo formados a partir desta, nao
sao produzidos. A adi¢cédo de cofactores como “acido nicotinico” e “vitamina C” ajudam na
formacao de NADH/NAD y ATP, que favorecem a catalise do xilitol (SAN et al., 2002; Yu
et al., 2011). Além disso, a presenga do oxigénio € de vital importancia no processo
fermentativo para satisfazer as reagdes redox (NEVES et al., 2000) e também da adi¢ao

externa de alguns aminoacidos, como a prolina e serina,
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que se sabe, inibem suas proprias biossinteses favorecendo a sinteses do acido fumarico
(GUANYI et al., 2015). Na figura 1-5, se apresenta o metabolismo da glicose e xilose na

producgao de acido fumarico.

Glicose Xilose In situ i Ex situ
|
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Xilitol de NADH+
‘l, ATP
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Figura 1-5. Rota metabdlica usada por Rhizopus oryzae para a bBtengéo de acido
fumarico, acido latico e etanol, modificada de Zhang et al. (2012) e de Wang et al.(2015).
Onde PEPC (fosfoenolpiruvato carboxilase), PC (Piruvato carboxilase), PD (Piruvato

desidrogenase), MD (Malato deidrogenase), F (Fumarasa). Fonte (AUTOR).

1.3. Producgao biotecnolégica de acido fumarico
1.31. Acido Fumarico

E um &cido organico, definido como um &cido dicarboxilico de quatro carbonos com
uma dupla ligagao e dois grupos carboxilicos terminais (ZHOU et al., 2011). Inicialmente
foi isolado de uma planta chamada “Fumaria officinalis”, da qual se derivou o nome (ROA
ENGEL et al., 2008). E um intermediario metabdlico do ciclo dos acidos tricarboxilicos
que participa na regeneracdo do acido citrico e fornece agentes redutores para a
producao de energia quimica (ATP). O acido fumarico € importante sendo utilizado como
um acidulante em alimentos; participa na fabricacdo de resinas de papel, resinas

alquiladas, resinas de poliéster, nas sinteses de acido maleico e
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plastificantes (ROA ENGEL et al., 2008); além disso, € importante como insumo em
alimentos, porque inibe o crescimento de microrganismos por sua baixa acidez, sendo
1.5 vezes mais acido que o acido citrico (YANG et al., 2011). Também é um valioso
produto intermediario para a produgao de acido L-malico e L- aspartico (GANGL et al.,
1990; GOLDBERG et al., 2006). Atualmente € produzida em escala laboratorial e planta
piloto, por fermentagdo microbiana (Tabela 1-1).

O acido fumarico também é produzido petroquimicamente a partir do anidro
maleico, que a sua vez é obtido do butanol, sendo este processo ndo amigavel ao meio
ambiente. Atualmente, com os constantes aumentos dos pregos do petrdleo a produgao
quimica ndao é muito viavel; além disso, os mercados de Norte américa e Europa
diminuiriam sua expansdo devido as restricdes dos acidos organicos sintéticos
(RESEARCH REPORTS, 2016). Por isto nos ultimos anos alguns microrganismos tém
sido avaliados para produgédo de acido fumarico. Os fungos filamentosos podem usar
glicose e sintetizar muitos componentes intracelulares. As espécies de Rhizopus podem
usar como fonte de carbono agucares como a glicose e a xilose (Tabela 1-1 e 1-2). A
glicose é utilizada principalmente para a produgdo de &cido fumarico, pois os
intermediarios metabdlicos continuam na via do oxalacetato e do ciclo dos acidos
tricarboxilicos onde é formado (WANG et al 2015).

Deve-se destacar que a xilose foi usada pela primeira vez como substrato para a
producao biotecnolégica de acido fumarico no estudo de PUHAKKA et al. (1988). Em
seguida, KAUTOLA et al., (1989) usando micélio imobilizado de Rhizopus arrhizus
produziu 16,4g.L" de acido fumarico a partir de xilose, em 10 dias, com uma relagéo de

C:N de 160, utilizando um planejamento estatistico experimental.

1.3.2. Producgao de acido fumarico usando residuos vegetais

Na busca de outros tipos de substratos que sejam rentaveis e que contenham
uma boa concentracdo de agucares, como a hexoses e pentoses, pesquisaram-se O
melago, a sucrose, e amido, que sao substratos muito ricos emglicose; embora a sintese
quimica a partir do anidro maléico em términos econémicos resultava mais rentavel, por
isso deixou-se por um tempo o intento de aperfeicoar o processo biotecnolégico de

producéo de acido fumarico por via microbiana. (MIALL, 1978).
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Os residuos agroindustriais sdo bons substratos para obter-se agucares
fermentesciveis usando técnicas de hidrolises acidas, enzimaticas ou usando tratamentos
térmicos. O bagagco de mandioca contém 30% até 50% de amido soluvel (PANDEY et al.,
2000), tendo sido aproveitado por CARTA et al. (1999) hidrolisando enzimaticamente a
bagacgo de mandioca, obteve-se 2,76 g.L-! de acido fumarico e depois de um processo de
otimizag&o obteve-se 21,28 g.L-". Wang et al. (2015), utilizam os hidrolisados do farelo de
trigo com concentragdes de xilose e glicose entre 38,0 g.L-' e 4,8 g.L™" respetivamente,
obtendo uma concentragdo de 5,8 g.L-' de acido fumarico, logrando aperfeicoar a
produgéo até 20,2 g.L'. Estes resultados apresentam a glicose como um melhor

substrato que a xilose. Alguns exemplos sdo apresentados na Tabela 1-1.



Tabela 1-1. Producéao de acido fumarico a partir da glicose usando espécies de
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Rhizopus sp.
Producdo Rendimento
Cepa Fermentador Substrato r((; Eﬁ?o (9_9-1) 1;ﬁg]r2()’ pH final Autor
Biorreator . Rhodes et
agitado ~ 1%%e 90,00 0,70 2 ® al., 1962
R. arrhizus  Biorreator ‘ Ng et al.,
NRRL 2582  agitado Glicose 107,00 0,82 53 6 1986
Biorreator : Gangl et
agitado Glicose 73,00 0.72 147 55 al., 1990
R. arrhizus . Kenealy et
NRRL 1506 Erlenmeyer  Glicose 97,70 0,81 96 6 al., 1986
Tambor
rOt%toprllgs Glicose 92,00 0,85 24 45 Ca?geg%al.,
adsorgao)
Tambor
rotatério  Glicose 75,50 0,75 24 5 CapgiAl-
(RBC)
10-1 Du |
Biorreator air  Glicose 37,80 0,75 46 5,5 oAl
lift
R. oryzae Coluna de . 37,20 0,53 Zhou et al.,
Bolhas Glicose Nd na 2002
Tanque . Fuetal,
agitado Glicose 56,20 0,54 Nd nd 2010b
Tanque . N Huang et
Mt Giicose 41,10 0,48 Nd d al., 2010
Tanque . N Kang et al.,
agitado Glicose 32,10 0,45 Nd d 2011
Tanque . N Huang et
agitado Glicose 30,20 0,28 Nd d al.. 2011
Foster and
Erlenmeyer Glicose 14,70 0,55 Nd nd Waksman,
1938
Erlenmeyer Glicose 20,00 0,66 nd Romano
R. nigricans U 1967
Tanque Glicose 130,00 0,40 nd Lingand Ng
agitado 142 1989
Tanque . Riscaldati
agitado Glicose 40.0 0,31 Nd Nd 2000
Erlenmeyer Glicose 38,90 Nd Zhou et al.,
R. delemar Nd 72 2011
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Tabela 1-2. Produgédo de acido fumarico a partir de xilose e residuos vegetais usando

Rhizopus sp., considerando o tamanho do pellet no pre-cultivo.

Producédo Rendimento Tamanho

Cepa Fermentador  Substrato (gL (9.97) de pellet Condigoes Autor
Pellet
imobilizado,
. 250rpm,
ﬁ(;r Z’éi“ﬁ Erlenmeyer  Xilose 16,4 0,23 Nd 33°C ’;a“(t%g;t
(inoculo e )
fermentacgao,
9 dias)
Hidrolisado Wana et al
Erlenmeyer defarelode 20,2 ND 0,55mm 72h g et al.
tri (2015)
rigo
Tanque Liao et al.,
agitado Estercol 31,0 0,31 Nd Nd 2008
R. oryzae Tanque Palha de Xu et al.,
agitado milho 27,8 035 Nd Nd 2010
Tanque Amido de Huang et
agitado milho 45,0 0.47 Nd Nd al., 2011
Tanque Bagaco de Wang et
agitado mandioca 20,2 ND Nd ND al., 2015
Rhizopus Bagaco de Carta et al.
sp. Erlenmeyer mandioca 21,28 ND ND ND (1999)
Farinha de Moresi et
Erlenmeyer batata 43,5 0,53 ND ND al., 1991
. R Amido de Moresi et
migricans  Erlenmeyer milho 71,9 0,6 Nd nd al., 1992
Petruccioli
Leito fluido Melago 17,5 0,36 Nd nd et al., 1996

1.33. Inibidores da fermentagao

O propdsito da hidrélise acida é liberar a fragdo dos acucares de cinco carbonos
como a xilose e a arabinose, mesmo assim sdo produzidas quantidades baixas de
glicose. Uma das consequéncias da hidrolises € a formacédo de subprodutos que tem
efeitos negativos nos microrganismos que tentam fermentar os agucares ou aproveitar

alguma sustancia nutritiva do hidrolisado (Figura 1-6). Os derivados dos furanos como



33

os furfurais e o hidroximetilfurfural (HMF), sdo produzidos a partir da degradacéo das
pentoses e hexoses respectivamente. O HMF é produzido em baixas concentracdes
porque é originado da glicose, que se encontra em uma concentragdo menor, e 0s
furfurais em maiores quantidades. Embora, dependa muito do tipo de biomassa e das
condigdes da hidrolise para obter o tipo e as concentragdes dos inibidores. Nos processos
de fermentacao sao evidentes quando os microrganismos nao tém um crescimento bom
ou nao produzem metabolitos de interesse. Esta resposta do microrganismo ao meio esta
relacionada com as variaveis fisioldgicas de cada microrganismo, parametros de cultivo,
como oxigénio dissolvido, pH, temperatura (MUSSATTO et al., 2004).

Também os produtos derivados da degradagao da lignina, como os compostos
aromaticos, poliaromaticos, fendlicos e aldeidos tem uma importancia especial, porque
afetam o crescimento microbiano ao causar alteragbes na permeabilidade da membrana
(PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL, 2000). Estes subprodutos como os furanos,
Hidroximetilfurfural (HMF) e outros componentes fendlicos toxicos sao os principais
inibidores de crescimento microbiano. Leveduras como Pichia stipitis e Saccharomyces
cerevisiae, principalmente usadas principalmente para a bioconversdo de acgucares
lignoceluldsicos em etanol, sdo inibidas totalmente quando HMF é adicionado (1.0-1.5
g.L") (DELGENES et al., 1996).

O acido formico é formado a partir da degradacao do furfurais e também das
pentoses. O acido acético € o maior acido alifatico produzido na hidrolise acida, porque
se desprende das autohidrélises da hemicelulose acetilada (PALMQVIST et al., 2000). O
acido acético tem efeitos tdxicos alterando as propriedades da membrana lipossoluvel e
a descarga de protons provocando a morte celular. Embora, segundo (FELIPE et al.,
1995), concentragdes abaixo de 1,0 g.L-' de acido acético melhoram a bioconverséo de
xilose a xilitol durante o metabolismo de algumas leveduras, porque aumenta a difusao
interna dos protons. O acido formico, acético e levulinico podem ter maiores efeitos
inibitérios em leveduras como P. tannophilus e P. stipitis, na fermentacdo da xilose
(VOGEL-LOWMEIER et al., 1998). Os compostos fendlicos em maior concentragao que
0,1 g.L" inibem o crescimento microbiano de algumas leveduras como c. gluilliermondii
(VILLA et al., 1998).



34

Os compostos fendlicos desprendidos a partir das hidrélises alcalinas sao acido
tanico, siringico, vanilico, capréico, caprilico, pelargdnico, palmitico e terpenos (BRANCO
et al., 2007; MUSSATTO et al., 2004). Embora, os subprodutos procedentes das
hidrolises acidas da frac¢ao da lignina sao o acido p-hidroxibenzoéico e o acido ferrulico
(MEDINA et al. 2016). Em resumo, os inibidores dos hidrolisados da biomassa vem dos
produtos da degradacdo de agucares ou da lignina que s&o derivados da estrutura
lignocelulésica (MUSSATTO et al., 2004).

EFB
" v
Grupos Aclcares .
acetila \: v Hgnina
Pentoses Hexoses
Ac’itc_io Furfural Hidroximetilfurfural - Acido p-hidroxibenzoico
aceético (HMF) Acido ferrulico

W/ /4:/\\\\//»0 q he 1

OH % w
ACidO Acido .

levulinico formico \ v \ —OH— |
” 0 OH Inibe leveduras como Y
v Pitchia stipitis . Alividade antimicrobianas
i } Saccharomyces cerevisiae
\

Altera as propriedades da membrana
celular. Efeitos inibitérios na
fermentacéo da xilose em
P Tannophifus
P stipitis

Figura 1-6. Subprodutos obtidos a partir das hidrolises acidas dos EFB. Fonte (AUTOR)
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1.34. Requerimentos nutricionais e fatores relevantes na producao de acido
fumarico.
1.3.4.1. Separacgao do processo fermentativo: Desenvolvimento do inoculo.

Nos ultimos anos temse incrementado a informagao sobre a biossintese de acido
fumarico. O fracionamento do processo em duas etapas foi um dos passos chaves. O
desenvolvimento do meio semente favoreceu a otimizagdo da morfologia, achando nos
pellets que séo formas arredondadas de micélio como forma de crescimento, a melhor
forma para produzir acido fumarico (TENG et al., 2009; ZHOU et al., 2011; WANG et al.,
2015).

1.3.4.1.1. Meio semente.

No meio semente para a produg¢ao do inoculo é importante a fonte de carbono,
sendo a glicose o monossacarideo mais utilizado, entretanto, o uso de xilose vem sendo
pesquisada (WANG et al.,, 2015). A fonte de nitrogénio tem um impacto positivo na
formagao de biomassa, alguns estudos mostraram que a peptona de soja favorece a
formacao de pellet ZHOU et al. (2011). O carbonato de calcio € um fator importante para
que os pellets tenham uma superficie lisa e suave, que ajude a incrementar difusao dos
gases (LIAO et al., 2007). O pellet favorece a maior troca gasosa nas células e permite a
acumulacédo de acido fumarico (Figura 1-7 e 1-8). Os sais inorganicos favorecem o
aumento sintese da biomassa, resultando em diferentes tipos de morfologias como
grumos, micélios e biofilmes, que diminuem a produgao de acido fumarico (ZHOU et al.,
2011).
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Figura 1-7. Regides do pellet fungicos e seu gradiente de oxigénio na fermentacao
submersa, Fonte: ESPINOZA-ORTIZ et al., 2015.
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Figura 1-8. Filamento do crescimento fungico em cultivos submersos. Fase 1-
Crescimento micromorfologico, aglutinamento e fase de germinagdo de esporos,
crescimento de hifas e ramificagdo. Os pellets podem ser originados de: (A) esporos
coagulantes, (B) um unico esporo, ou (C) hifas aglomeradas; Fase 2 - Crescimento
macromorfoldgico, rede de hifas e formagao de pellets; Fase 3 - autdlise de células

fungicas, erosao e desintegragcéo dos granulos. Fonte: Espinoza-Ortiz et al., 2015

1.3.4.1.2. Meio de fermentagao

O segundo meio ou meio de fermentagao é onde o acido fumarico sera produzido.
Este processo se caracteriza por ser a fonte de nitrogénio limitante, ou seja, deve ter
concentragdes muito baixas. Com esta condicdo do meio é favorecida a condi¢géo de
estresse para o fungo Rhizopus, limitando a formacao de biomassa e concentrando a
formacao de acido organico como o acido fumarico. Sao descritas condi¢cbes alcalinas
facilitadas pelas altas concentragdes de carbonato de calcio (40 g.L") (ZHOU et al., 2011;
Wang et al., 2015). O carbonato de calcio atuara como um agente quelante formando
fumarato de calcio que tem baixa solubilidade em agua, favorecendo que a recuperacgao
do acido seja mais facil; além disso, € fonte de CO2, que é importante para a formagao
de oxalacetato, precursor do acido malico e fumarico. Tem sido reportado também a
produgcdo de acido fumarico em meio acido (pH: 3.6), esta metodologia é importante
porque prescinde do carbonato de calcio em excesso, diminuindo a quantidade de residuo
focando nas constantes de dissociagdo do acido fumarico (pKa1=3.02; pKa2=4.38),
embora, este processo seja dependente do fornecimento externo de CO.. As duas

metodologias oferecem caminhos para a obtencdo deste acido (ENGEL et al., 2011).
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1.3.5. Producgao de acido fumarico usando outras tecnologias
1.3.5.1. Uso de biorreatores e células imobilizadas

Como foi descrito anteriormente o micélio em pellet € a melhor forma de
crescimento para a produgao de acido fumarico; embora, o micélio oferece a construgao
de um biofilme, o que faz uma estrutura interessante de usar em um biorreator de lei to
fluidizado porque o meio de cultivo passaria através dele constantemente assegurando
uma distribuicdo homogénea por todo o biofilme (FEDERICI, 1993). PETRUCCIOLI et al.
(1996), produziu 12,3 g.L' de &acido fumarico com o mesmo biorreator, tendo um
rendimento de 33,56% e uma produtividade de 0,256g.L-'h-", usando como substrato
melaco de cana em um tempo de 48h por cada batch, somando 8 batch em tudo o
processo; entretanto com a utilizacdo de um rotor de biofilme com coluna de absorcao de
acido fumarico obteve-se uma produgao de 85 g.L™" a partir de 100 g.L" de glicose em 20
horas, com um rendimento de 91% e uma produtividade de 4,25 g.L"".h-', emum processo
alimentado, sendo uma das maiores vantagens, pois ndo aconteceu inibicdo por produto
e se diferenciou do processo de fermentagdo submersa, que ofereceu um rendimento de
65% (CAO et al., 1996).

1.3.5.2. Sacarificagao em simultaneo (SSF)

O primeiro reporte da utilizagdo de processos como a sacarificacdo fermentacao
em simultdneo (SSF) para a produgéo de acido fumarico, foi descrito por DENG et al.
(2012), onde a cepa Rhizopus oryzae ME-F12, com elevada atividade glucoamilase foi
utilizada para realizar um pre-tratamento de hidrolise enzimatica e liberar glicose contida
no amido de milho, utilizando-a para a produgéo de acido fumarico por fermentagao
microbiana, aproveitando a capacidade da glucoamilase, que é insensivel a repressao
catabdlica do processo. Esta cepa elevou a produgcdo em 1.28 vezes chegando até 39,80
g.L™" de acido fumarico a partir de 80 g.L", embora quando a concentragio do amido foi

de 100 g.L" a produgéo foi de 32,18 g.L"" e a produtividade maxima foi de 0,44g.L-".h".
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1.3.5.3. Optimizagdo do meio de fermentagao

O meio de fermentacao é aquele onde a partir dos nutrientes vai-se formar o
acido fumarico. Como é descrito na Figura 1-4, alguns cofatores s&o necessarios para
facilitar a rota de biossinteses de acido fumarico. Baseados nos estudos de WANG et al.
(2013), a analise do perfil metabdlico de R. oryzae FM19 usando glicose, for muito
importante para conhecimento dos metabolitos que podem desacelerar a rota do acido
fumarico. Foram detectados que a biossinteses de acido citrico, acido oxalacético, 2-
oxoglutarato e o acido latico sintetizado, nas rotas de Embden-Meyerhof-Parnas e no ciclo
de Krebs e que os aminoacidos como a prolina, alanina, valina e leucina afetam a
biossintese de acido fumarico. Com a adicdo externa de estes componentes a produgcao
aumentou em 14%, chegando até 56,5 g.L™", a partir de 80 g.L-" de xilose.

A adicao de cofatores para solucionar os gargalos foram avaliados com sucesso
na experiéncia de WANG et al. (2015), quando o meio continha elevadas concentracdes
de xilose a partir dos hidrolisados do farelo de trigo (38 g.L-"). A producéo de acido
fumarico foi de 5,8 g.L-' sem otimizag&o do meio (30°C, 200 rpm). Com a adigdo de acido
nicotinico (25 mg.L™"), vitamina C (0,1g.L™"), agitagdo (230 rpm), citrato de sddio (0,3 g.L"
"), prolina (25 g.L") e serina (0,4 g.L™"), conseguiram elevar o titulo de acido fumarico até
20,2 g.L. Justifica-se que a adigao de acido nicotinico, vitamina C e citrato de sédio, sdo

precursores de NADH+ e ATP, favorecendo nas etapas iniciais do metabolismo da xilose.

1.3.5.4. Melhoramento genético

A partir de 2012, iniciaram-se experimentos para o melhoramento genético de
microrganismos, com a finalidade de aumentar a produgao de acido fumarico (ZHANG et
al.,, 2012). Rhizopus oryzae, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli, Candida
glabrata, foram modificados baseando-se na sobre-expressao de enzimas para as
sinteses de acido fumarico ou seus precursores e a delegao de genes que favoreceriam
a sinteses de outros compostos (Figura 1-9), (ZHANG et al., 2012; SONG et al., 2013;
XU et al., 2012?%; XU et al., 2013?%; CHEN et al., 2015). O primeiro estudo focado no
melhoramento de cepas de Rhizopus usando engenharia metabdlica para a produgéo de

acido fumarico foi feito por ZHANG et al. (2012), apresentando rendimentos de acido
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fumarico sobre expressando dois genes que codificam duas enzimas como a “piruvato
carboxilase” (PYC) que capta um mol de CO> a molécula de piruvato formando o
oxalacetato, e a “fosfoenolpiruvato descarboxilase” (PEPC) que assimila um mol de CO-
ao fosfoenolpiruvato para formar oxalacetato (Figura 1-5). O objetivo deste trabalho foi
incrementar a fixagdo de CO2 no fluxo de carbono do oxalacetato. Foi demostrado quea
sobre-expressdo da PYC, favoreceu o aumento da biomassa e incrementando a
concentracao do acido malico, mas a sobre expressao da PEPC favorece a acumulacao
de acido fumarico. A produtividade medida a partir da Fosfoenolpiruvato carboxilase foi
de 0,77 +0,09 g.L"".h""

Escherichia coli, por sua vez foi avaliada e sobre expressou-se a enzima fosfoenol
piruvato carboxilase (PPC), tendo um rendimento de 0,432 g de Ac. fumarico/g de glicose.
Adicionalmente melhorou-se seu rendimento até 0,493 g acido fumarico /g de glicose,
sobre expressando o complexo succinato deidrogenase; mas o rendimento elevou-se
ainda mais quando a cepa sofreu uma mutacdo na enzima citrato sintetase, chegando a
um rendimento de 0,50 g acido fumarico. g-' de glicose (SON et al., 2015) . Recentemente
o trabalho de CHEN et al.(2015), utilizou as capacidades de Candida grabata para
armazenar a-cetoglutarato e utilizando a engenheira genética e engenheira metabdlica,
conseguiu fusionar proteinas KGD2-SUCLG2, SUCLG2-SDH1 e KGD2- SDH1 para
diminuir as etapas dentro da via dos acidos tri-carboxilicos e sintetizar acido fumarico.
Além disso, conseguiu expressar dois transportadores de acido fumarico, para alcangar
uma melhoria da produgéo de 1,81 g.L" a 15,76 g.L"". A importancia deste trabalho é que
ao ser o acido fumarico inibidor competitivo do acido L-malico, irdo saturar o sistema de
transporte, diminuindo a velocidade de liberagdo extracelular do acido fumarico (CORTE-
REAL e LEAO, 1990).

Nos experimentos de expresséo heterdloga de algumas enzimas chaves comoa
malato deshidrogenase e fumarase pertencente a espécies de Rhizopus e sobre
expressadas em leveduras como Sacharomyces cerevisiae, nao tiveram bons resultados.
Recentemente a insercdo de genes como a fumA, fumB, fumC, no genoma de bactérias

estdo sendo investigados (Xu et al., 2012%; Xu et al., 20132).
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Figura 1-9. Técnicas de melhoramento genético baseado na sobre-expressao de

enzimas e proteinas melhorar a produgao de acido fumarico. Fonte (AUTOR).

1.4. Potencial biotecnolégico dos residuos do processamento dos frutos da
palma

O Brasil esta buscando de fortalecer e diversificar sua matriz energética e
especificamente dos biocombustiveis. Porisso esta constantemente na procura de novas
tecnologias a utilizar. A palma € uma planta de clima tropical, que precisa de condi¢des
de temperatura e humidade adequadas para se desenvolver. Por isso em 2013 foram
destinadas grandes extensdes de terra ao cultivo da palma no nordeste do pais, para
utilizar o éleo na produgéo de biodiesel, com o objetivo de utilizar tecnologias mais limpas
e amigaveis ao meio ambiente (EMBRAPA, 2013). Por tanto € de grande interesse
desenvolver novas estratégias para a reutilizagao dos residuos ap6s da obtencgéo do dleo
de palma.

Estudos reportam que em cada tonelada de frutos processados s&o obtidos, 200

kg de d6leo de palma, 220 kg de cachos vazios e 135 kg de fibra de palma prensada
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e 600 kg de efluentes do processo de extragcado de 6leo (CORLEY e TINKER, 2008;
SHINOJ et al., 2011; STICHNOTHE e SCHUCHARDT 2011). Teoricamente cada vez
mais tem-se grandes quantidades de biomassa que pode ser utilizada, em processos
biotecnoldgicos (figura 1-10). A finalidade do levantamento de informagéo visa umabase
cientifica que permita a utilizacdo dos residuos da palma uma plataforma de biorefineria

para a obtencao de novos produtos biotecnoldgicos.

POME
COMPOSTAGEM
Residuos da
extragdodo dlec —f+— FPP BIOGAS
da palma
BIOHIDROGENIO
EFB ]
Hidrolise =
acida
Hexoses e
pentoses
Fungos gsg;éur::i & fungos ‘ Leveduras Fungos
ENZIMAS ALcooL LIPIDIOS ACIDOS ORGANICOS
Lignoceluloliticas Etanol Acidos graxos Biopolimeros
Butanol Aditivos em
Propanol alimentos e

bebidas
Figura 1-10. Subprodutos obtidos em processos microbioldgicos e biotecnoldgicos a

partir dos residuos da extracao de dleo de palma. Fonte AUTOR.

411. Subprodutos obtidos a partir da biomassavegetal
4.1.1.1 Compostagem

Os cachos vazios da palma (EFB) e a fibra prensada da palma (FFP) sédo residuos
gerados em grandes quantidades. Tém-se reportes que os EFB sdo descompostos
lentamente no ambiente, fazendo que pragas proliferem, trazendo mal- estar a populagao
e causando desequilibrios na natureza (LIM e CHAN, 1987). A
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compostagem é um processo natural de decomposicéo biolégica da matéria organica,
catalisada por enzimas liberadas por sucessbes de populacbes microbianas até a
formacado de humus, dioxido de carbono e calor (TUOMELA et al., 2000; GOMES e
PEREIRA, 2008). Por tanto este bioprocesso ¢ ideal para fornecer ao solo, nutrientes de
modo amigavel ao meio ambiente.

O processo depende de cada tipo de microrganismo e de acordo com sua fungao
especifica em relacéo a degradagdo de uma parte da biomassa. Os mesofilos que sao
microrganismos que se desenvolvem a temperaturas entre 15 até 45°C, séo os que
iniciam o processo e hidrolisam agucares e amido. Os termdfilos, com uma faixa de
crescimento entre 45 até 100°C, estao vinculados a ruptura das cadeias de hemicelulose,
lignocelulose e lipideos. Os fungos e actinomyces termodfilos sao reportados como
degradadores da lignina (TUOMELA et al., 2000). Uma caracteristica das pilhas de
compostagem é que a medida que aumenta o tempo do processo, aumenta o pH da pilha,
diminuindo a razdo C:N e aumentando a concentragao de lignina.

Diferentes tipos de microrganismos sado envolvidos no processo, sendo
dominantes bactérias mesdfilas e termofilas, fungos e actinomicetes (TANG et al., 2004).
Nos processos de compostagem usando os EFB foram reportados microrganismos
predominantes com elevadas atividades enzimaticas (tabelas 1-3 e 1- 4). Os
actinomicetes tém sido encontrados nas leiras de compostagem dos EFB e FPP, estes
jogam um papel muito importante na degradacao de fibras vegetais porque penetra na
estrutura, degradando enzimaticamente o substrato vegetal (MC CARTHY, 1987). Estes
procariontes podem atuar como controladores biolégicos porque séo capazes de produzir
antibidticos, diminuindo assim a colonizagao de espécies patogénicas como Rhizoctonia
solani (PATIL et al., 2010), Fusarium oxysporum (GETHA e VIKINESWARY, 2002),
Verticillium dahlia (CUESTA et al., 2002). Além disso, apresentam grande potencial
biotecnolégico porque sdo modificaveis geneticamente e podem ser usados em
processos de escalonamento (MC CARTHY, 1987). Na tabela 1-3 s&o apresentados

alguns actinomicetes identificados nas leiras de compostagem de EFB.
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Tabela 1-3. Bactérias mesdfilas e termdfilas identificadas nas pilas de compostagem
dos EFB

Caracteristicas

Bactérias Gram Endospora enzimaticas Autor
. . N L . Mesdfilo e
Bacillus subtilis Positiva Aerdbio Sim termdfilo
. . o - . Mesofilo e
Bacillus firmus Positiva  Aerdbio Sim termafilo
Thermobifida fusca Positiva  Aerdbio Termdfilo
Igsrmomonos"ora Positiva  Aerébio Sim  Termdfilo
Cellulomonas sp. Positiva  Aerdbio Nao Mesdfilo
Ureibacillus s - ~ -
thermosphaericus Positiva Aerdbio Nao Termofilo
Paenibacillus L Anaerobio ; e Lignoceluloliticas
barengoltzii Positiva facultativo Sim Termaiilo o
Zainudin
etal.,
Paenibacillus i Anaeroébio . - 2013
campinasensis Positiva ¢ 0 tativo Sim Termdfilo
Geobacillus Anaerébio
thermo- Positiva . Sim Termdfilo
denitrificans facultativo
Pseudoxanthomon
as byssovorax Ne Ne Ne Ne
Exiguobacterium s Anaerobio = St
acetylicum Positiva ¢ cultativo  N2© Mesofilo | emiceluloliticas
Rhizobium sp Positiva  Aerobio Nao Mesofilo
Ureibacillus Positiva Terméfilo Lignoceluloliticas ~ Ting et
terrenus ne Ne e Hemiceluloliticas al., 2013

Ne: Nao encontrado

Tabela 1-4. Actinomicetes identificados nas pilas de compostagem os EFB e enzimas
produzidas

Actinomicetes Enzimas Autor

Nocardiopsis
Streptomyces violaceorubidus
Streptomyces sp

Amilases, celulases, Tingetal.,
xilanases, lignoliticas 2014
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Em meados dos anos 90, a utilizacdo dos residuos das extracdes do 6leo de
palma, na construcdo de leiras de compostagem se temreportado. THAMBIRAJAH et al.
(1995) usando a FPP como fonte de carbono e esterco de caprinos, bovinos e aves como
fonte nitrogenada conseguiu bons resultados. Posteriormente foram usados os EFB e
esterco de vaca apresentando bons resultados na bio-transformacéo e liberacao de calcio
(39,38 — 373,17%), fosforo (15,15 — 390,54%), potassio (45,55 — 153,66%) e magnésio
(55,86 — 370,93%), (SIM e WU, 2010). Anos mais tarde, ZAINUDIN et al. (2013), se
conseguiram reduzir o tempo de 60 a 40 dias usando EFB e lodo do processamento do
6leo da palma, com uma relagao C/N de 12,4.

KRISHNAN et al. (2016), usando EFB e POME (efluentes da moagem do 6leo da
palma), fez um analise da microbioma do co-compostagem, determinando que as
bactérias dominantes na superficie do comp6s séo Nitriliruptor, Delftia, Filomicrobium,
Steroidobacter e Othaekwangia, os dominantes dentro das leiras sao Steroidobacter,
Nitriliruptor, Anaeromyxobacter, Filomicrobium e Truepera. Os fungos dominantes na
superficie sao Remersonia, Inonotus, Kluyveromyces, Chaetomium, Thermomyces e
Candida e dentro da leira, Reemesonia, Inonotus, Saccharomycopsis, Chaetomium e
Saccabolus.

A co-compostagem usando os residuos da palma s&o importantes pelas
seguintes razoes: O POME oferece oleo residual, que €& importante como fonte
nitrogenada, sendo um substituto dos esterco animais que aumentam a liberagao de CO»,
também a co-compostagem oferece uma alternativa para o tratamento dos residuos da
palma, contribuindo com a n&o propagacgéao das pragas e diminuindo até 76% a emissao
dos gases de efeito estufa no ambiente (KRISHNAN et al., 2016), além de promover as
aplicagdes de fertilizantes naturais (MONICA et al., 2014) e por ultimo as leiras de
compostagem dos produtos do processamento da palma oferecem um ambiente para o

isolamento de muitas espécies de microrganismos.

1.4.1.2. BIOHIDROGENIO

A demanda de bio-hidrogénio vem aumentado consideravelmente nos ultimos
anos, porque é considerada uma fonte de energia limpa, para utilizar como matéria prima

na industria. A producao bioldgica de este importante gas é promissoria e



45

apresenta vantagem em relagao a outros tipos de processos de obtengao como a fotdlise
da agua e processamentos térmicos que envolvem um elevado custo energético. Por isto
€ importante desenvolver novos processos biotecnolégicos (KAPDAN e KARGI, 2006).
A interacdo de microrganismos isolados de fontes termais em presenga dos
acgucares dos hidrolisados do tronco da palma tem sido avaliados, mostrando resultados
interessantes. Os consoércios microbianos PGR e YLT conformados por
Thermoanaerobacterium sp., Thermoanaerobacter sp., Caloramater sp., € Anoxybacillus
sp., apresentaram bons rendimentos na producao de biohidrogénio (241,4 e 231,6 mL
H.. g™ agucar consumida); além de produzir acido butirico, acido acético, acido latico e

butanol e de consumir mais do 90% dos agucares (HNIMAN et al., 2011).

1.4.1.3. BIOGAS.

O biogas é uma mistura de gases formada por metano em uma concentracéo
entre 50 a 70%, além, de didxido de carbono, hidrogénio, nitrogénio, oxigénio, sulfeto de
hidrogénio. Pode ser utilizado para produzir eletricidade gerar energia aos veiculos,
sendo considerado um combustivel. E formado pela degradagdo anaerébia da matéria
organica por microrganismos nativos (KAPARAJU e FELBY, 2010).

O processo de formagdo de biogas consiste em manter uma relagdo C/N
equilibrada; ou seja se aumentamos a relagdo C/N, a producdo de proteinas pelos
microrganismos poderia cair, mostrando baixos titulos de biogas; caso contrario, se
aumentaria a produgdo de amoniaco, diminuiriam também nos titulos de biogas
(DEUBLEIN e STEINHAUSER, 2008). A produgao de biogas é caracterizada pelas
variagbes de pH entre 4.8 e 5.7 nas etapas iniciais, podendo chegar ate 7,8 a 8,2 nas
etapas finais tendo como consequéncia desse processo alcalino, a matéria organica é
consumida e se produzem hidrélises, formando-se alguns acidos que sdo consumidos e
formando gas pela metanogénesis (LYBERATOS e SKIADAS,1999).

O uso de fibra prensada da palma (FPP) e os cachos vazios da palma (EFB) tem
sido reportados como co-substratos e substratos na producao de biogas (Mata- Alvares
et al., 2000; Menon et al., 2003). Na experiéncia de Bah et al. (2014) utilizando
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FPP como co-substrato do esterco de bovinos, em uma proporgao de 3:1, produzindo
biogas e metano, obtendo rendimentos de 93,6 mL. g-' sdlidos volateis adicionados (SVa).
Usando s6 FPP se obteve rendimentos de biogas diario de até (90,0 mL. g SVa), em
comparagao com o biogas produzido sé de esterco de vaca o rendimento foi bem menor,
23,4 mL. g”' SVa. Segundo este autor esta diferencia nas formagdes de biogas e metano
pode ser pelo conteudo residual dos éleos que ficam no FFP.

Na experiéncia de Saritpongteeraka et al. (2014), produziu-se biogas usando um
reator batch de leito anaerdbio usando EFB e esterco de porco. As condicbes
favoreceram a formacdo de acidos organicos (propidnico, butirico e valérico) que
ajudaram indiretamente na degradacgao da estrutura lignocelulolitica da biomassa dos
EFB e consequentemente a formacdo de biogas, com o consumo destes acidos
organicos. A incorporagao de POME junto aos EFB tem sido avaliada também, reduzindo
o tempo de compostagem (Singh et al., 2010). Ultimamente Nurliyana et al. (2015),
avaliou a co-fermentagao de EFB e POME, chegando a produzir metano emum volumem
de 2,03 L usando uma relagédo C/N de 45 (76% w/w de POME e 24% w/w de EFB),
chegando a concluséo que o rendimento usando dos EFB e POME é 12 vezes maior em
comparacgao com o POME sozinho.

Por isto a co-digestdo de EFB com POME tem um efeito positivo no tratamento
da biomassa. Os EFB que oferecem matéria organica rica em carbono para a produgéo
de metano, junto com o POME que € uma mistura de carboidratos, gorduras e proteinas
que vemdo processo de extracédo de 6leo e contribui na elevada concentragao de solidos
totais, fazendo que esta co-digestao anaerdbia seja 6tima para a producao de biogas e

metano.

1.4.2. Consideragoes finais.

A producao de 6leo de palma no Brasil continuara em crescimento, com as
perspectivas de fortalecer a matriz de bioenergética do biodiesel, por consequéncia a
biomassa residual da palma estdo se tornando muito atrativa de ser utilizada. Os EFB,
FPP, POME, sdo matérias primas interessantes dos quais se podem obter novos insumos

e produtos de valor agregado. Os biocombustiveis como o biogas e o
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biohidrogénio continuam-se desenvolvendo, sendo a industria do 6leo de palma um dos

principais fatores.
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2. CARACTERIZACAO DO HIDROLISADO DOS
CACHOS VAZIOS DA PALMA (EFB).

Resumo.

Os cachos vazios dos frutos da palma (EFB) sdo uma biomassa vegetal, com
elevada concentracao de polissacarideos. A celulose constitui a maior fragao entre 30 a
40%, seguida da hemicelulose entre 20 a 25% e a lignina entre 20 a 35%, por isto a
metade da massa dos EFB sao acgucares. A hidrélise acida a elevadas temperaturas
facilita que a fracdo da hemicelulose se desprenda e se libere, oferecendo um substrato
rico em pentoses. Neste trabalho usando o HPLC, determinou-se que os hidrolisados
acidos dos EFB contem concentragdes elevadas de xilose (19,82 g.L™") e arabinose (2,57
g.L”") e em menor concentragdo glicose (0,27 g.L'"). A presenga de acido acético se
explica pela auto hidrélise da hemicelulose acetilada, e o furfural e o hidroximetilfurfural
pela degradacgao dos agucares entre pentoses e hexoses. Detectou- se a presenga novos
compostos no hidrolisado usando o detector UV a 208nm de comprimento de onda e
usando o espectro UV-vis, mediante um analise de varredura determinou-se que existem
grupos com atividade a luz UV em comprimentos de onda entre 200 até 340nm.

Palavras chave: cachos vazios da palma; xilose; HPLC; espectro UV-VIS; hidrélise acida.

2.1. Introducgao.

Os cachos vazios da palma sao considerados como um residuo da moenda do
fruto da palma oleaginosa “Elaeis guineensis”. O cultivo desta planta precisa de
condicdes climaticas adequadas, por isso os tropicos humidos favorecem seu
crescimento (ZEVEN, 1964). O d6leo contido nestes frutos € utilizado na producao de
biodiesel por paises como Malasia e Indonésia, que sao os maiores produtores a nivel
mundial (CHUA, 2010; WU et al., 2010). A producgéo de 6leo de palma é tdo grande que

em 2013, Malasia destinou 15% de terra ao cultivo de palma obtendo 19 milhdes de
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toneladas de 6leo de palma liberando 83 milhdes de toneladas de biomassa (MPOB,
2014).

O Brasil, além de ser uma potencia energética, € um dos principais produtores de
6leo de palma. Atualmente é o terceiro pais da América do Sul que produz 6leo da palma,
depois da Colébmbia e do Equador, e a nivel mundial é considerado o 10° produtor
(TRADEMAP, 2013). Brasil conta com terras adequadas no norte e no nordeste do pais
que sao interessantes desde o ponto de vista climatico por favorecer no ano todo as
condigbes para que as plantagdes de Elaeis guineenses sejam favorecidas. Segundo
CORAL et al. (2015) foram instaladas 13 plantas piloto para o processamento do 6leo da
palma, tendo uma projegao da produg¢ao de 751 milhdes de oleo por ano.

Devido a alta demanda que tem o o6leo da palma na utilizagdo em
biocombustiveis, grandes areas de cultivo sdo utilizadas e sao gerados grandes
quantidades de residuos, causando problemas de contaminacdo ambientais. A queima
de troncos, galhos, cascas dos frutos, a eliminacédo dos efluentes em vertedouros, tem
sido reportados, causando na populacdo afegcdes de saude (TING et al.,, 2013). Foi
reportado que para cada tonelada de frutos de palma processadas sao produzidos
200,0kg de d6leo de palma, 220,0kg de EFB, 135.0kg de fibra prensada da palma (FFP),
e mais de 600,0kg de efluentes liquidos saidos da moenda (CORLEY e TINKER, 2008;
SHINOJ et al., 2011; STICHNOTHE e SCHUCHARDT 2011). Tem-se projetado para
2020 uma producgao de 85 até 110 milhdes de toneladas de biomassa de palma (MPOB,
2014).

A utilizacdo dos cachos vazios da palma tem sido reportada na fabricagao de
compostagem e producgao de biogas (MATA- ALVARES et al., 2000; MENON et al., 2003;
MADAKI e SENG, 2013). Embora pesquisas indicam que os EFB sdo uma matéria prima
importante, pois € composta por celulose (glucano), hemicelulose (xilano e arabinano) e
lignina (NOOMTIM e CHEIRSILP, 2011). Os processos de hidrolises acida liberam
acucares contidos na matriz lignocelulésica. Usando estes pre- tratamentos sao
reportados elevados teores de xilose a partir dos cachos vazios da palma (NOOMTIM e
CHEIRSILP, 2011; SOBRAL, 2016). Por isto o uso biotecnolégico
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destes hidrolisados ajudaria a diminuir o nivel de polugcé&o causado pela industria do
6leo da palma.

Objetivos

v' Determinar as caracteristicas do hidrolisado dos cachos vazios, na fragdode
0,35-0,42 mm de diametro, ao analise de varredura no espectro UV-VIS no

comprimento de onda de 200 até 800nm.

v" Determinar a composig¢ao do hidrolisado dos cachos vazios da palma, apés do
pré tratamento acido da fracao de 0,35 até 0,42 mm de didmetro da biomassa,
no HPLC.

v Determinar o valor de biomassa removida total e da hemicelulose.

v Detectar e reportar a presenga de grupos cromoforos na regiao do UV-VIS no

hidrolisado do EFB da fragdo 0,34 a 0,42 mm de didmetro de particula.

2.2. Material e metodologia
2.2.1. Biomassa vegetal

Os cachos vazios dos frutos da palma (EFB) foram obtidos da fabrica de Palma
da empresa Vale localizada em Moju, estado de Para, Brasil. Foram moidos e
peneirados. Utilizou-se a fragcdo da biomassa compreendida entre 0,35 a 0,42 mm de
diametro (MEDINA et al., 2016), seguida de uma secagem a 80°C por 24 horas.

2.2.2. Hidrolise acida

Utilizou-se 10 gramas de EFB (0.35-0.45 mm) e misturados com 100 ml de uma
solugao de acido sulfurico de 1,5%, posteriormente foi hidrolisado em autoclave a uma
temperatura de 130°C por 15 minutos (SOBRAL, 2016). No final da hidrolise o material
foi filtrado e o liquido foi ajustado a um pH de 4.0 usando NaOH (4M) (WANG et al., 2015),
apos da neutralizagéo, o liquido foi filtrado usando papel filtro qualitativo de 12um e

armazenado a 4°C na geladeira.
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2.2.3. Analise do hidrolisado por espectroscopia no ultravioleta visivel
Detectaram-se os sinais de compostos presentes dos grupos cromoforos no
hidrolisado usando um analise de varredura no espectro UV-VIS em uma faixa de 200 até
800 nm no comprimento de onda. A identificagdo dos sinais permitiu focar os analises no
HPLC, com o comprimento de onda adequado. Para isso se fez uma diluicdo 1:100 do
hidrolisado dos EFB com agua deionizada e colocada em cubeta de quartzo para a

avaliacado no espectroscopio UV-VIS, com uma resolugao de 2nm.

2.2.4. Determinagcao de agucares e subprodutos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)

A concentracdo dos agucares do hidrolisado foram determinados por HPLC
(1200, Agilent Technologies, USA) com uma coluna animex HPX-87H (300 x 7.8mm, Bio-
Rad, USA) usando um detector de indice de refragao (IR) (Agilent, HP1047A). Para a
deteccdo de Hidroximetilfurfural e Furfural foi usado um detector de absorbancia
ultravioleta (UV) (Agilent, G1315D) a 280 nm (furfural e hidroximetilfurfural). O
comprimento de onda foi escolhido pelos sinais apresentados no analise de varredura e
pela maior sensibilidade a esses comprimentos de onda por estes componentes. A coluna
foi mantida a 65 °C, com um fluxo de 0.6 mL.min"! de uma fase mével de H2SO4s a0 5 mM.
A Os tempos de retencdo dos componentes do hidrolisado sdo apresentados na tabela

2-1. Os experimentos foram feitos por quintuplicata (Tabela 2-3).

Tabela 2-1. Tempos de retencao do hidrolisado no HPLC.

Componentes do Tempo de retengao (minutos)
Hidrolisado iR
Glucose 10.40
Xilose 10.80
Arabinose 11.80
Acido acético 17.00

2.3. Resultados e discussao.
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2.3.1. Espectro UV-vis do hidrolisado.

O resultado do analises de varredura no espectro UV-vis é apresentada na Figura
2-1. Os sinais correspondem ao espectro UV (200nm e 278 nm) diminuindo sua
intensidade a partir de 350nm até 400nm.

2.0 4

200 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)
Figura 2-1. Analise de varredura de uma amostra do hidrolisado no espectro UV-VIS no

cumprimento de onda de 200 até 800nm.

Este espectro € caracteristico de moléculas com grupos cromoéforos que reagem
aluz UV como os anéis aromaticos presentes nos grupos fendlicos dalignina. MARABEZI
et al., 2009, determinou em bagaco de cana de agucar a presenga de sinais no espectro
UV-VIS, que correspondem a 280 nm de comprimento de onda aos furfurais e ao HMF,
moléculas oriundas da degradacéo da xilose e glicose e a regido com comprimento de
onda compreendida entre 200 até 230 nm de comprimento de onda indicando a presenca
de grupos fendlicos ndo condensados presentes na estrutura da lignina (FENGEL,;
WEGENER, 1984). Sobral, (2016); indica que apds do pré-tratamento acido da biomassa
dos cachos vazios da palma na faixa de 0,35-0,42 mm, se obtémentre 1 e 10% de lignina
soluvel. MARABEZI, (2009), indica também que dependendo do tipo de residuo, as

modificacdes do processo ou a utilizagao de acidos ou bases, diferentes moléculas serao
produzidas.
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2.3.2. Acgucares contidos no hidrolisado.

A composicao do hidrolisado dos EFB comparada com os resultados feitos por
SOBRAL, (2016), sdo apresentados na Figura 2-2. A xilose € o componente em maior
concentragdo (19,82 g.L™"), seguida pela arabinose (2,57 g.L™"). A quantidade de aglcares
totais detectados é 23,32 g.L". O pré-tratamento acido e térmico, somado a que a
biomassa € acetilada resulta em elevadas concentragdes de acido acético. Os
componentes, HMF e o Furfurais sdo encontrados em baixas concentracbes, 0 que

correspondem a uma baixa degradagao dos agucares.
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Figura 2-2. Comparagao dos componentes do hidrolisado dos EFB.

Uma vantagem do uso da hidrolise comacido sulfurico diluido é que é adequado
por ter baixa corrosividade frente as fibras vegetais (GRAY et al., 2006). O mecanismo
de liberagao de agucares ocorre quando o acido sulfurico rompe as ligagdes glicosidicas
das cadeias da hemicelulose e as ligagdes éter da lignina, liberando as pentoses
principalmente; o acido acético & formado a partir dos residuos acetilados da
hemicelulose. Segundo NOOMTIM et al. (2011), usando uma solugao 1,5% de H2SOa4, no
tratamento acido, recuperou 99% de xilose; além disso SOBRAL, 2016 obteve 22 g.L""
de xilose, usando a mesma metodologia usado neste experimento. Por tanto,
conseguimos reproduzir este experimento com sucesso, sendo 90 % o rendimento de

xilose em relagéo ao obtido por SOBRAL, 2016.
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A recuperacgao das pentoses da hemicelulose da biomassa dos EFB na hidrolise
€ apresentado na Tabela 2-2. A massa seca dos EFB sofreu uma diminuicdo em peso
seco apos da hidrélise, que representa um 33,32% menos que a biomassa inicial.
Evidentemente a fracdo das cadeias de hemicelulose e outras moléculas sao liberadas
ou transformadas. A soma de todos os componentes conhecidos no hidrolisado é de
28,72 g.L'; alias, existem outras moléculas (Figura 2-3) que estdo presentes mas s&o

desconhecidas.

Tabela 2-2. Recuperacao das pentoses da hemicelulose da biomassa dos EFB na

hidrdlise.

W(EFB-1)g.L- W(EFB -2) W(EFB-3) Biomassa total Hemicelulose
1 g.L’ g.L" Removida (%) Removida (%)

10,03+0,02  6,85+0,10  3,34+0,08 33,32 22,39

W(EFB-1) g.L™': Biomassa seca dos EFB antes da hidrolise acida.
W(EFB -2) g.L™: Biomassa seca dos EFB depois da hidrolise acida.
W(EFB-3) g.L™': Biomassa seca consumido na hidrolise &cida.

Os resultados do analise do hidrolisado no detector UV do HPLC, séo
apresentados na Figura 2-3. Foram detectados nove componentes usando um
comprimento de onda de 208 nm, sendo a mais intensa a primeira com uma absorbancia
de 1.42 AU x 100. O ataque acido afetara a toda a fibra vegetal, depois da hemicelulose
ser degradado, a fragao lignocelulésica é exposta e possivelmente algumas moléculas
sdo liberadas entre elas, celobiose, glicose e lignina soluvel. Algumas destas moléculas
livres seriam ativas frente a luz UV, possivelmente porque contém dupla ligagao, grupos
carboxila ou grupos fendlicos. A identificacdo destes sinais é complicada, pois

substancias padrdes sdo necessarias para que possam confirmar a natureza quimica.
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Figura 2-3. Sinais detectados no espectro de luz ultravioleta (UV) com um cumprimento
de onda de 208nm.

2.4. Conclusoées.

v' Determinou-se que o hidrolisado dos cachos vazios da palma, na fragéo 0,35- 0,42
mm, diluido 1:100, tem duas agrupagdes de sinais na faixa de comprimento de
onda de 280 nm e 200 nm, de luzUV.

v' Determinou-se que o hidrolisado dos cachos vazios da palma, na faixa de 0,35-
0,42mm, contém Xilose (19,82 g.L™"), Arabinose (2,57 g.L™"), Celobiose (0,66 g.L-
), Glicose (0,27g.L"), acido acético (5,21 g.L'), Furfurais (0,18 g.L"),
Hidroximetilfurfural (0,01 g.L™").

v" Determinou-se que a biomassa total removida apds do pré tratamento acido foi de
33,34%, sendo a hemicelulose 0 22,39%.

v" Determinou-se que existem nove componentes no HPLC usando o detector UV a
208 nm de comprimento de onda, nao identificadas que podem interagir positivas

0 negativamente nos processos bioldgicos.
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ANEXO

Na tabela 2-3, sdo apresentadas as absorbancias por quintuplicata das sinais no
detector UV A 208 nm de comprimento de onda do HPLC. Na figura 2-3, estes dados sao

graficados.

Tabela 2-3. Analise de sinais do hidrolisado no detector UV a 208nm

Tempos de

retencao

(minutos) H-44-R1 H-44-R2 H-44-R3 H-44-R4 H-44-R5 Média DP
16.58 1,20 1,60 1,40 1,50 1,40 1,4200 0,0742
20.50 0,60 1,30 0,90 1,10 0,95 0,9700 0,1294
23.00 0,30 0,50 0,20 0,30 0,25 0,3100 0,0570
27.50 0,10 0,10 0,10 0,10 0,09 0,0980 0,0022
32.00 1,50 0,10 1,50 1,17 0,10 0,8740 0,3596
37.50 0,20 0,10 0,20 0,20 0,11 0,1620 0,0261
43.00 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,1000 0,0000
48.75 0,30 0,50 0,30 0,30 0,30 0,3400 0,0447

60.00 0,90 1,20 0,85 0,90 0,82 0,9340 0,0763




71

3. POTENCIAL DO HIDROLISADO DOS CACHOS
VAZIOS DE Elaeis guineensis NA PRODUGCAO DE
ACIDO FUMARICO, USANDO Rhizopus.

Resumo

O acido fumarico é obtido principalmente a partir de reag¢des de reducédo do
anidrido maléico a partir de substratos derivados do petréleo. Devido a que os mercados
europeu e americano restringem produtos que contenham residuos de catalizadores, a
ideia de utilizar fontes renovaveis como substituto do petréleo, para a produgao de acidos
organicos por fermentagao microbiana, € atrativa. R. delemar 32612 e R. oryzae 28618,
foram testados com trés fontes nitrogenadas para a obtencdo de acidos organicos.
Detectou-se acido fumarico usando as trés fontes nitrogenadas; embora, determinou-se
que a peptona de soja foi a fonte nitrogenada que estimulou a formagao do pellet nos dois
fungos, o sulfato de aménio estimulou a formagao de micélio difuso e a ureia a formagao
de biofilme aderido na superficie do frasco erlenmeyer. Determinou-se também que existe
diferencga significativa na producao de acido fumarico ao usar peptona de soja e sulfato de
aménia em relagdo a ureia. Verificou-se que ao aumentar a concentragdo da fonte

nitrogenada, estimula a formagao de biomassa diminuindo a produgéo do acido fumarico.
Palavras chave: Rhizopus, acido fumarico, esporos, arroz.

3.1. Introducao.

Atualmente com o aumento do prego do petréleo a sinteses quimica do acido
fumarico ndo é muito viavel economicamente, por isso nos ultimos anos alguns
microrganismos tém sido avaliados para a produgao de acido fumarico. As espécies de
Rhizopus podem usar como fonte de carbono, agucares como a glicose e a xilose. A
glicose é utilizada principalmente para a producao de acido fumarico por sua facilidade

de ser metabolizada na glicdlise. A biossinteses de acido fumarico acontece no ciclo de
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Krebs, por reagcdes de oxidagdo do acido citrico. Alids, a sinteses de oxalacetato por
condensacao de uma molécula de CO2 com o piruvato favorece a biossinteses de acido
fumarico no citosol (WANG et al 2015). As espécies de Rhizopus com melhores
rendimentos de acido fumarico sao R. nigricans, R. arrhizus, R. oryzae, R. formosa e R.
delemar (FOSTER e WAKSMAN 1938; ABE et al., 2007).
Os residuos vegetais sdo uma fonte de agucares que podem ser usados na
producao de acido fumarico. No trabalho de CARTA et al. (1999) usando uma hidrdlise
enzimatica da glicose na palha de mandioca obteve 2,76 g.L-! de acido fumarico e depois
de um processo de otimizagao obteve 21,28 g.L-'. Também a experiéncia relatada por
WANG et al. (2015), os hidrolisados do farelo de trigo continham uma concentragéo de
xilose e glicose de 38 g.L"' e 4,8g.L"" respetivamente, obtendo uma concentragdode 5,0
g.L-" de acido fumarico e apds de um processo de otimizagédo conseguiu obter 20,2 g.L".
Uma das problematicas constatadas por alguns pesquisadores é a formagéoe o
tamanho do pellet na fermentacao. As diferentes morfologias que podem se formar, estao
relacionadas ao estresse que sdo submetidas no meio de cultura (TENG et al., 2009).
Podem se formar grumos, pellets e micélio suspenso (ZHENGXIONG et al., 2011). A
melhor forma de Ryzopus para a produgao de acido fumarico € o pellet, (LIAO et al.,
2007). A presencga de ions inorganicos tem um efeito negativo na formagao do pellet e
positiva na acumulagédo da biomassa (ZHENGXIONG et al., 2011).
Na procura de novas fontes de carbono renovavel e que ndo gere competicao
com os cultivos vegetais orientados para alimentagao, a palma € uma boa alternativa para
a producao de acido fumarico. Além disso, ndo existem informacdes deste enfoque na

literatura cientifica, sendo um campo nao explorado e com muita projegao.

Objetivos.

v" Determinar se o hidrolisado dos cachos vazios da palma estimulam a

biossinteses de acido fumarico por Rhizopus.
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v' Determinar o tipo de fonte nitrogenada que estimula a formagédo de pellet em

Rhizopus.

v' Determinar a melhor fonte nitrogenada para a produg¢ido de acido fumarico por

Rhizopus.

v' Determinar se existe relacdo entre o aumento da concentragdo da fonte
nitrogenada com o consumo de agucares do hidrolisado e a produgao de acido

fumarico.

3.2. Material e metodologia.
3.2.1. Biomassa vegetal.

Os cachos vazios dos frutos da palma (EFB) foram obtidos da fabrica de Palma
da empresa Vale localizada em Moju, estado de Para, Brasil. Foram moidos e
peneirados. Utilizou-se a fracdo da biomassa compreendida entre 0,35 a 0,42 mm de

diametro (MEDINA et al., 2016), seguida de uma secagem a 80°C por 24 horas.

3.2.2. Hidrolise acida.

Foram utilizados 10 gramas de EFB (0.35-0.45 mm) e misturados com 100 ml de
uma solugao de acido sulfurico de 1,5%, posteriormente foi hidrolisado na autoclave a
uma temperatura de 130°C por 15 minutos (SOBRAL, 2016). No final da hidrdlise o
material foi filtrado e o liquido foi ajustado a um pH de 4,0 usando NaOH (4M) (WANG et
al., 2015), apos da neutralizagdo, o liquido foi filtrado usando papel filtro qualitativo de 12

gm e armazenado a 4°C na geladeira.

3.2.3. Producao de esporos.

A propagacéao dos esporos foi avaliada no médio contendo s6 arroz. Tomou-se
60 gramas de arroz parabolizado “Tio Jo&o”, lavou-se com agua e posteriormente foi
aquecida por 20 minutos, a agua descartou-se e foi utilizado 50 gramas de arroz e
depositada em matraz erlemeyer de 500 mL; os esporos formados foram lavados com 50

mL de agua destilada estéril e tween 80 (0,5%). A contagem dos esporos foi feita
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usando uma camara de Neubauer (0,0025 mm? usando um microscoépio o6tico a 40X da
marca “OLYMPUS CX41” (MADIGAM et al., 2008).

3.2.4. Meios de fermentagao.

Prepararam-se quatro meios de cultivo, cuia composicao € descrita na tabela 3-
1. O pH de todos os meios foram ajustados até 7,00 usando NaOH (4M), posteriormente
foram esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos a 1 atmosfera de pressao. Os
esporos de R. delemar 34612 e R. oligosporium 28168, foram adicionados a cada
erlenmeyer (1,15x107 e 1,73x10” esporos/mL ). Todos os grupos foram feitos por
duplicata e incubados a 30,0°C+1,0°C a 120 RPM por 96 horas, em incubadora shaker

da marca “New Brunswick Cientific”.

Tabela 3-1. Meios de cultivo contendo o hidrolisado dos cachos vazios da palma com

trés fontes de nitrogénio diferentes.

Meios Fonte Agente Hidrolisado dos cachos
nitrogenada  neutralizante vazios da palma
(g.L" (g.L™) Volumen  Concentragio Autor
(mL) de agucares
(g.L7)
M1 (NH4).S04 CaCOs3(6,00) 50,00 (25,00) ZHANG, 2016
(1,50)
M2 Peptona de CaCO03(6,00) 50,00 (25,00) ZHOU et
soja (6,00) al.,2011
M3 Ureia (1,50) CaCO0s3(6,00) 50,00 (25,00) GOLDBERG

et al., 1985

3.2.5. Medicao da biomassa.

No final da fermentagcdo o meio foi centrifugado separando a fragao liquida da
fracdo sdlida. A fracdo solida foi lavada com agua deionizada e filtrada ao vacuo,
posteriormente foi deixada na estufa a 80°C overnight, onde foi determinada abiomassa

seca, usando uma balanga analitica de marca “BEL Engineering”.
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3.2.6. Determinacao de agucares e subprodutos por cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC).

Os acucares, acido fumarico e acido latico foram determinados por HPLC (1200,
Agilent Technologies, USA) com uma coluna animex HPX-87H (300x7.8mm, Bio- Rad,
USA) usando umdetector de indice de refracao (IR) (Agilent, HP1047A). O acido fumarico
foi analisado no detector de absorbancia ultravioleta (UV) (Agilent, G1315D) a 208nm.
Fizeram-se curvas padrao a partir de concentragées conhecidas destes acidos (Figura 3-
1). A coluna foi mantida a 65°C, com um fluxo de 0,6 mL.min"" de uma fase mével de
H2SO4 a0 5mM.

UV 0,000)

Tine 22260 Inten. 20,376

Arabinose

0. 25 50

Acido
fumarico

e I T v 7=

Figura 3-1. A: Cromatograma dos padrboes de agucares e acidos organicos, usando o
detector de indice de refragdo com concentragdes de 1 e 2 g.L"". B: Cromatograma de

acido fumarico a 1 g.L-' usando o indice de luz UV.

3.3. Resultados e discussao.
3.3.1. Producgao de esporos.

Observa-se na tabela 3-2, as contagens de esporos de R. delemar 34612 e R.
oryzae 28618 no meio arroz, por 10 dias a 30°C. A contagem em camara de Neubauer

foi realizada em duplicata.
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Tabela 3-2. Contagem de esporos de R. delemar 34612 e R. oryzae 28618

Contagem celular

Cepa (esporos/ml)
Arroz
R. delemar 34612 1,15x107
R oryzae 28618 1,73x107

Uma das dificuldades que se tem quando se trabalha com fungos € encontrar um
meio de baixo custo que favoreca boa formagao de esporos. O arroz € um substrato de
baixo custo e nutritivo, porque nele se encontram vitaminas B1, B2, B3 e minerais
importantes, além da alta quantidade de carboidratos presentes que servem para o
desenvolvimento dos fungos como Rhizopus. A justificativa do maior tempo de
esporulacao em meio arroz é pela elevada quantidade de amido presente, prolongando
por mais o tempo de crescimento, atrasando o processo de esporulagdo causado pelo
estresse do esgotamento dos nutrientes. Do ponto de vista industrial pode-se ter como
uma alternativa rentavel em relagdo aos meios sintéticos, por isso o arroz ndo sé € um
substrato de baixo custo, como também favorece a produgdo em quantidades elevadas

de esporos de Rhizopus.

3.3.2. Avaliagao da producao de acidos organicos usando os agucares contidos
no hidrolisado dos cachos vazios da palma.

As fontes nitrogenadas utilizadas s&o justificadas nos trabalhos GOLDBERG et
al. (1985); ZHANG et al. (2016), ZHOU et al. (2015), para produzir acido fumarico, malico
e latico. Com esta informagédo foi definido um experimento para determinar quais
substratos induzem a formacao de acidos organicos. Na tabela 3-3 sdo apresentados os
valores da produgdo de acido fumarico, onde n&o se observou diferenca significativa
(p>0,05) entre o uso de peptona de soja ou sulfato de aménia; embora R. delemar 32612
usando sulfato de aménia apresentou deferéncia significativa na produgcéo de acido
fumarico emrelagao ao meio de fermentacao usando peptona de soja e o uso de peptona

de soja ou sulfato de aménia apresentou produgdes de acido fumarico maiores
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que quando a ureia foi usado (p<0,05). Portanto o sulfato de aménia e a peptona de soja
induzem a produgao de acido fumarico em R. delemar 34614 e R. oryzae28168.

As trés fontes nitrogenadas estimularam a formagao de acido fumarico; embora
existam diferengas na morfologia dos fungos (Tabela 3-3). A formacao de pellet em R.
delemar 34614 e R. oryzae 28168 usando peptona de soja, sugere que este substrato
favorece esta condigdo; em comparagao as formas miceliares adquiridas pelos mesmos
fungos em sulfato de amodnia. O pellet é reportado como uma forma adequada do fungo
que melhora o intercambio de gases no meio de cultivo, isto favorece que a quantidade
de oxigénio intracelular aumente, favorecendo um ambiente oxidante que é essencial
para a formagao de acido fumarico em condigdes limitantes de nitrogénio. Autores como
WANG et al. (2015), reportam processos de otimizagao do inoculo em forma de pellet
para elevar os titulos de acido fumarico produzido.

Uma possivel explicagcdo entre as diferencas das formas de crescimento em
relagao as fontes nitrogenadas como a peptona de soja, sulfato de amdnia e a ureia é que
as sais inorganicas (sulfatos) estimulam o aumento de biomassa favorecendo formas de
crescimento como micélios, biofilmes e grumos, sendo a primeira e a ultima forma de
crescimento a adquirida usando sulfato de aménia e ureia respectivamente. A formacéao
desta biomassa foi notéria. Existe relagao entre a morfologia de crescimento e a formagao
de acidos organicos em Rhizopus, sabe-se que os pellets de didametros pequenos
produzem maiores quantidades de acido fumarico, seguida pelos micélios, biofilmes e
grumos (ZHOU et al., 2011). Segundo WANG et al., 2016 e ZHOU et al., 2011, com o
aumento do numero de agitagdes, o didametro do pellet tende a diminuir e aumentar o
numero de pellets, isto pode ser explicado porque com o aumento da turbuléncia evita- se
a agregacao de micélio favorecendo o aumento de novos pellets a partir de novo micélio

no meio.
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o o Acidos
Condigbes o Caracteristicas .
. Cepas Repeticdes o organicos
de cultivo morfoldgicas ]
(9.L7)
Formas miceliares
R1 abundantes, pellets Acido
R. delemar
pequenos fumarico
34612
Formas miceliares (2,80+0,65)
R2 abundantes, pellets
equenos
Sulfato de ped
o Biofilme no borde da
amonio
superficie, formas miceliares
(M1) R1
abundantes e pellets i
Acido
R. oryzae pequenos
fumarico
28168 Biofilme no borde da
o o (1,66+0,62)
Ro superficie, formas miceliares
abundantes e pellets
pequenos
R. delemar R Micelios abundantes e pellet Acido
34612 pequeno fumarico
Peptona de
, R2 Biofilme e pellet (1,49+0,29)
soja _
R1 Biofilme e pellet Acido
(M2) R. oryzae ]
fumarico
28168 R2 Micelio e pellet
(1,94+0,18)
R. delemar R1 Biofilme Acido
34612 fumarico
R2 Biofilme
Ureia (0,27+0,10)
(M3) R1 Biofilme Acido
R. oryzae
fumarico
28168 R2 Biofilme
(0,37£0,17)

Na Figura 3-2 e Figura 3-3, sdo apresentados os cromatogramas usando o
detector UV a 208nm de comprimento de onda, apds do tempo da fermentagdo, onde
ressaltasse a sinal do acido fumarico com a morfologia dos fungos R. delemar 34612 e
R. oryzae 28618.
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Figura 3-2. Cromatogramas ao término da fermentagéo. A: R. delemar 34612 e B: R.

oryzae 28168 com sulfato de aménia (1,5g/L).

b Ty
20]

Figura 3-3. Cromatogramas ao término da fermentacdo. A: R. delemar 34612 e B: R.

oryzae 28168 com peptona de soja (6,0/L).
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Em resumo, o acompanhamento de uma fonte nitrogenada € muito importante
para a biossinteses de acido fumarico, porque a partir dela a biomassa sera formada e
as caracteristicas dela favorecerao os titulos de acido fumarico. A P.S e 0 S.A, sdoboas
fontes de nitrogénio a ser considerados; embora a P.S, favoregca a formacgéao de pellet e
o sulfato de ambnia a formacao de formas micelares difusas. A ureia ndo é um bom
substrato para a formacdo de biomassa adequada porque favorece a formacao de

grumos e biofilme.

3.3.3. Efeito da peptona de soja na produgao de acidos organicos.

Os efeitos da peptona de soja em relagdo a formagao de biomassa, consumo de
acucares e producéo de acido fumarico foram avaliadas. O fungo R. delemar 34614 foi
utilizado pelas capacidades de produzir acido fumarico destacadas por ABE et al. (2007)
e ZHOU et al. (2011). Observa-se na Figura 3-4 e Figura 3-5 o efeito das concentracdes
de peptona de soja na morfologia do R. delemar 34612. Na concentragdo de 6,0 g.L™"
obteve-se formas miceliares unidas a pequenos pellets e também massas de micélio e
grumos, na concentragdo de 14,0 g.L", foi o mais homogéneo, tendo em sua maioria
pellets e alguns grumos. Deve-se destacar também que a morfologia da biomassa n&o

mudou no decorrer do tempo, apresentando as mesmas caracteristicas até o final.

LA e T
1”[' !!l [Si ‘4'

Figura 3-4. Biomassa de R. delemar 34614 formadas nos meios hidrolisados da palma
com CaCOs3e peptona de sojaa 6,0 g.L"e14,0 g.L-!, a 120 rpm, 30°C, por 172h
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Figura 3-5. Biomassa de R. delemar 34614 apos da fermentagao com o hidrolisado dos
EFB e peptona de sojaa 6,0 e 14,0 g.L", a 30°C, 120 rpm por 96 horas.

Na figura 3-6, é representado graficamente o consumo de agucares, a diminuigao
da concentragdo de acido acético e a formagdo de acido fumarico, em 6,0 g.L" e 14,0
g.L"! de peptona de soja. O teste usando 6,0 g.L-! de peptona de soja foi 0 que mostrou
uma maior producao de acido fumarico em 96 horas, em relagao ao teste usando 14,0
g.L.

A xilose foi consumida aproximadamente em um 79,60% (usando 6,0 g.L-' de PS)
77,04% (usando 14,0 g.L" de PS) em 96 horas, nas duas avaliagdes. A arabinose foi
utilizada em menor proporgéo, evidenciando-se um consumo baixo, nos dois grupos
avaliados. Portanto com estes resultados confirmamos que a xilose que é o agucar
maioritario no hidrolisado da palma é consumido, assim como a glicose e menor medida
a arabinose. O acido acético presente no hidrolisado é consumido ou transformado em
72 horas. Segundo BUTKEWTISCH et al., (1929), Rhizopus pode utilizar o acido acético
como fonte de carbono e também como substrato sobre o que o acido fumarico seja
formado “se diz que existe uma conversao de acetato a acido fumarico em um 30% da
base molar’. Este dado mostrou que ao aumentar a concentragdo de acido acético,
melhorou a concentracdo de acido fumarico, sempre mantendo elevado o fluxo de

areacao. Embora se deva ter cuidado de nao elevar demais as concentracdes de acido
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acético por que poderia inibir o crescimento do fungo; reportes de LENNARTSSON et al.
(2009) mostraram que Mucor indicus, pertence ao mesmo filo que Rhizopus, é sensivel a

concentragdes maiores de 10,0 g.L™".
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Figura 3-6. Consumo de acgucares e producéo de acido fumarico usando R. delemar
34614 usando meio hidrolisado dos cachos vazios da palma com CaCOs e peptona de
sojaa6,0g.L" (A)e14,0g.L" (B), a 120 rpm, 30°C, por 96h.



83

Na tabela 3-4 € apresentado os valores dos agucares, do acido acético e do acido
fumarico cada 24 horas durante a fermentacao de R. delemar 34612 usando o hidrolisado
dos cachos vazios da palma com 6,0 g.L-! de peptona de soja. Este teste apresentou um
consumo maximo do total de agucares no meio correspondente a 26,62% nas primeiras
24 horas, desacelerando o consumo nas seguintes horas. O consumo de agucares nas
96 horas é de 17,8541 g.L-' que corresponde o 78,66 % do consumo total de agucares.

Na tabela 3-5 se apresentam os valores dos agucares, do acido acético e do acido
fumarico cada 24 horas durante a fermentacao de R. delemar 34612 usando o hidrolisado
dos cachos vazios da palma com 14,0 g.L"' de peptona de soja. Este teste apresentou um
consumo maximo do total de agucares no meio correspondente a 52,09% nas primeiras
24 horas, desacelerando o consumo nas seguintes horas. O consumo de agucares nas
96 horas ¢ de 15,9745 g.L" que corresponde o 76,12 % do consumo total de agucares.
Portanto, se deduz que ao aumentar a concentragdo de peptona de soja ao processo
fermentativo de produgéo de acido fumarico, se incrementara o consumo de agucar nas
primeiras 24 horas, induzindo a biossinteses de biomassa (Figura 3-5). Infere- se que a
fonte nitrogenada é o substrato para a biossinteses de proteinas de natureza estrutural
(transportadores) e funcional (enzimas), favorecendo as sinteses de aminoacidos que

desviam a produgéao de acido fumarico, na glicélise e no ciclo de Krebs (Figura 1-5).

3.4. Conclusdes.
v' Determinou-se que R. delemar 32612 e R.oryzae 28618, usando uréia, sulfato de

amonio e peptona de soja produziram acido fumarico.

v' Determinou-se que a peptona de soja estimula a formagéao de pellet, o sulfato de
amonio, estimula a formagao de micélio disperso e a uréia biofiime, em R. delemar
32612 e R.oryzae 28618.

v' Determinou-se que a uréia como fonte nitrogenada estimula a producao de acido

fumarico em baixas concentragcdes. No caso de R. delemar 34612usando



84

peptona de soja a producao de acido fumarico foi maior em 81,87% e com sulfato
de aménia 90,35%. R. oryzae 28618, usando peptona de soja a produgéo de acido

fumarico foi maior em 80.92% e usando sulfato de amoénio em77,71%.

v Determinou-se que ao aumentar a concentragio de peptona de sojade 6,0 g.L " a
14,0 g.L" aumentou o consumo de aglicares nas primeiras 24 horas de 26,62%

até 52,09% e aumentou em um 67,99 % abiomassa.
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Anexo

Tabela 3-4. Consumo dos acgucares e do acido acético apds da fermentacao de R.
delemar 34612, a 30°C, 120 rpm, 96 horas, usando 6,0 g.L"' de peptona de soja.

Componentes____ Tempo (horas)
do médio g.L™" 0 24 48 72 96
Glicose 0,4998 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Xilose 21,3798 15,9638 9,8140 6,0382 4,3610
Celobiose 0,8176 0,6913 0,5693 0,5717 0,4820
Acido fumarico 0,0000 0,0000 0,0520 0,3640 0,4160
Acido acético 6,0573 4,0577 2,8901 0,0000 0,0000
Consumo de
acucares 22,6971 16,6551 10,3832 6,6099 4,8430

Tabela 3-5. Consumo dos agucares e do acido acético apds da fermentacao de R.

delemar 34612, a 30°C, 120 rpm, 96 horas, usando 14,0 g.L"" de peptona de soja.

Componentes do Tempo (horas)

médio g.L " 0 24 48 72 96
Glicose 0,4421 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Xilose 19,7626 9,4850 7,4414 5,8482 4,5378
Celobiose 0,7758 0,5672 0,5788 0,5291 0,4683
Acido fumarico 0,0000 0,0000 0,0000 0,2080 0,2600
Acido acético 5,8640 3,2710 2,9261 0,0000 0,0000

Consumo de

acticares 20,9805 10,0522 8,0202 6,3773 5,0060




Tabela 3-6. Valores das areas para cada concentragao de acido malico

Concentragéo g.L™ Area
0.1 129661
0.3 328774
04 457176
0.6 692740
0.7 842381
0.9 1055900
1 1122599
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Figura 3-7. Curva padrao para acido malico.



Tabela 3-7. Valores das areas para cada concentragao de acido latico

Concentragdo g.L" Area
0.1 717465
0.3 3315654
0.4 4282168
0.6 6977647
0.7 8208219
0.9 10479730
1 11721199
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Figura 3-8. Curva padrao para acido latico.




Tabela 3-8. Valores das areas para cada concentragao de acido fumarico

Concentragao g.L™" Area
0.10 10050548
0.25 20565609
0.45 34682255
0.60 44122160
0.80 52572536
0.85 55938113
0.90 58017279
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Figura 3-9. Curva padrao para acido fumarico.
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Figura 3-10. Morfologia de R. oryzae 28628 e R. delemar 34612 (6g/L de peptona de
soja) no final da fermentacao.
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Figura 3-11. Morfologia dos fungos no meio com sulfato de aménia (1,5%) no final da
fermentacéo.
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4. Selecao de Rhizopus produtores de acido fumarico

Resumo

A producado de acido fumarico por Rhizopus tem sido avaliada principalmente
usando glicose e residuos industriais. A xilose é segundo carboidrato em abundancia na
constituicao da estrutura das plantas e o seu aproveitamento € um dos grandes desafios
biotecnoldgicos atuais. Neste trabalho avaliaram-se 17 cepas de Rhizopus na produgao
de acido fumarico. Determinou-se pelo teste de Tukey que a produgao de acido fumarico
de seis cepas de Rhizopus apresentam diferenca significativa em relagcéo as outras. Em
um segundo teste determinou-se que trés delas tem maior potencial produtor de acido
fumarico. Fermentagbes em concentragdes de 10 e 30 g.L" de xilose mostraram que R.
circicans 1475 e R. 3271 tem maiores produc¢des de acido fumarico. O rendimento de R.
circicans 1475, usando peptona de soja proporcionou melhores resultados, para a
producgao de acido fumarico e acido latico; embora R. 395 ofereceu rendimentos similares
usando sulfato de aménio. R. 3271 é considerado como melhor consumidor de agucares

usando as duas fontes de nitrogénio.

Palavras chave: Rhizopus, hidrolisado dos cachos vazios da palma, peptona de soja,

acido fumarico, acido latico.

4.1. Introducgao.

O acido fumarico é um acido organico de origem natural e foi isolado inicialmente
de uma planta chamada “Fumaria officinalis”, da qual se tomou o nome (ROA ENGEL et
al., 2008). Quimicamente pode ser definido como um &cido dicarboxilico de quatro
carbonos com uma dupla ligagao e dois grupos carboxilicos (ZHOU et al., 2011). E um
intermediario metabdlico do ciclo dos acidos tricarboxilicos e € produzida por alguns
Rhizopus usando glicose até escala piloto. Petroquimicamente € produzido a partir do
anidrido maléico que é produzido a partir de butanol, tendo como inconveniente a alta

contaminacédo ambiental. O acido fumarico é importante porque é
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utilizado como um acidulante de alimentos, em resinas de papel, em resinas alquiladas,
em resinas de poliéster, acido maléico, plastificantes (ROA ENGEL et al., 2008).

A partir dos anos 1920, foram avaliados diferentes Rhizopus com diferentes
capacidades de produzir acido fumarico. Comprovou-se que sao sintetizados outros
acidos como o latico, malico e acético (TAKAHASHI et al.,1927), inclusive alguns podem
formar misturas de acidos, tais como o acido succinico e acido oxalico (BUTKEWITSCH,
1929). As espécies mais produtoras de acido fumarico reportadas sdo R. oryzae, R.
formosa, R. arrhizus e R. delemar (FOSTER E WAKSMAN 1938). Um estudo interessante
foi feito por ABE et al. (2007), o qual destaca que a espécie de R. oryzae ha dois grupos
que se diferenciam pela presenga de uma enzima, a lactato desidrogenasse "LDHA",
podendo orientar seu metabolismo a produg¢ao de acido latico e outro grupo que nao tem
a LDHA e que pode produzir acido fumarico e acido malico em altas concentragdes. Este
ultimo subgrupo chamou-se Ilhe de R. delemar (ABE et al., 2007).

Na procura por novas fontes de carbono renovavel e que ndo gerem competicéao
com os cultivos vegetais orientados para alimentagdo, mostrou que os hidrolisados dos
cachos vazios da palma sdo uma boa alternativa para a produc¢ao de acido fumarico. Além
disso, ndo existem reportes de este enfoque na literatura cientifica, sendo um campo nao
explorado e com muita projegao. Por isso neste trabalho avaliou-se a produgao de acido
fumarico usando os agucares contidos no hidrolisado acido dos cachos vazios da palma

pelas 17cepas de Rhizopus do laboratdrio.

Objetivos.

v' Determinar se as 17 cepas de Rhizopus tem capacidade de produzir acido
fumarico a partir dos agucares contidos no hidrolisado dos cachos vazios da
palma.

v' Selecionar as melhores cepas produtoras de acido fumarico.

<

Determinar se existe biossinteses de outros acidos organicos.

v Selecionar o fungo com melhores rendimentos de acido fumarico.
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v" Determinar se a morfologia de Rhizopus no processo de fermentagéo influi na
producao de acido fumarico.
4.2. Materiais e métodos.
4.2.1. Biomassa vegetal.
Os cachos vazios dos frutos da palma (EFB) foram obtidos da fabrica de Palma
da empresa Vale localizada em Moju, estado de Para, Brasil. Foram moidos e
peneirados. Utilizou-se a fracdo da biomassa compreendida entre 0,35 a 0,42 mm de

diametro (MEDINA et al., 2016), seguida de uma secagem a 80°C por 24 horas.

4.2.2. Hidrolise acida.

Foram pegos 10 gramas de EFB (0,35-0,42 mm) e misturados com 100 ml de uma
solugéo de acido sulfurico de 1,5%, posteriormente foi hidrolisado na autoclave a uma
temperatura de 130°C por 15 minutos (SOBRAL, 2016). No final da hidrolise o material
foi filtrado e o liquido foi ajustado a um pH de 4,0 usando NaOH (4M) (WANG et al., 2015),
apos da neutralizagao, o liquido foi filtrado usando papel filtro qualitativo de 12 ym e

armazenado a 4°C na geladeira.

4.2.3. Producgao de esporos.

A propagacao dos esporos das 17 cepas de Rhizopus foi avaliada no médio
contendo so arroz. Tomou-se 60 gramas de arroz parabolizado “Tio Jo&o”, lavou-se com
agua e posteriormente foi aquecida por 20 minutos, a agua descartou-se e foram pesada
50 gramas de arroz e depositada em matraz erlemeyer de 500 mL; os esporos formados
foram lavados com 50 mL de agua destilada estéril e tween 80 (0,5%). De cada cultivo
puro dos Rhizopus foi transferido ao meio arroz uma algada de micélio, sendo incubado
a 30°C entre 7 a 23 dias. A contagem dos esporos foi feita usando uma camara de
Neubauer (0.0025 mm? usando um microscopio ético a 40X da marca “OLYMPUS CX41”
(MADIGAM et al., 2008).
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Tabela 4-1. Cepas de Rhizopus pertencentes a colegéo do banco de linhagens do

laboratorio de processos biotecnologicos (LPB) da Universidade Federal do Parana.

Numero Codificagao no LPB
1 R. arrhizus 16179
2 R. oligosporium 3267
3 R. delemar 1472
4 R. delemar 34612
5 R. 5905
6 R. 395
7 R. 3271
8 R. oligosporium 25975
9 R. arrhizus 2582
10 R. circicans 1475
11 R. oryzae 28168
12 R. oryzae 28627
13 R. 28169
14 R. oligosporium 2710
15 R. formosa 28422
16 R. 3562

17 R arrhizus 28425

4.2.4. Meio de fermentagao para primeira sele¢ao de Rhizopus produtores de acido
fumarico.

O meio de fermentacao favoreceu o desenvolvimento dos Rhizopus. Este meio
continha a seguinte composigéo: aglicares dos hidrolisado (22,0 g.L"), peptona de soja
(6,0 g.L"), carbonato de célcio (6,0 g.L"), sendo o pH de 7,2. O contetdo foi
acondicionado em erlenmeyer de 120 ml com 20 ml de volume de meio. Apds 24 horas,
adicionou-se carbonato de calcio (30 g.L-') (Modificado de WANG et al., 2015). O meio
de cultivo e o carbonato de calcio adicionado em p6 foram esterilizados em autoclave a

121°C, por 15 minutos a 1,0 atmosferas de pressao. Aproximadamente 1,0 ml de
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suspengao de esporos com concentragdes entre 108 e 107 esporos. mL™" serviram como

inoculo. Os cultivos foram incubadas em shaker a 30°C, 120 rpm por 96 horas.

4.2.5. Meio de fermentagao para a segunda selecao de Rhizopus.

Os meios de fermentagao para a segunda avaliagao s&o descritos na tabela 4-
2. Os meios foram esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos a 1 atmosfera. Foi
adicionado 1 mL de uma suspencéo de esporos de aproximadamente 1X107 esporos. mL-
T ao meio de fermentagdo, contendo um volumem de 20 mL de meio em um erlenmeyer
de 150 mL de capacidade. Os meios de fermentagao foram incubados em shaker rotatorio

a 120 rpm a 30°C por 96 horas. Os pH inicial dos meios foram corrigidos a 7,0; usando
NaOH (4M).

Tabela 4-2. Composigao dos meios de fermentagao na segunda avaliagéo.

Meios Concentragdes g.L™"
4M-1
Acucares 10 30

Peptona de soja 6

CaCOs3 6
4M-2
Acucares 10 30
(NH4)2S 04 1.5
CaCOs 6

4.2.6. Medigcao da biomassa.

Ao término da fermentacdo o conteudo foi colocado num tubo de centrifuga
“Falcon” de 50ml, sendo centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos. A biomassa precipitada
foi retirada e colocada em uma placa de Petri onde se analisou a morfologia,
posteriormente foi filtrada usando um papel de filtro (Qualit de 80 g e 18,5 cmde diametro)
e deixada overnight a 80°C em estufa (Orién). A biomassa seca foi determinada em
balanga analitica (Bel Engineering). O valor da biomassa seca € obtido subtraindo a

massa seca menos a massa seca do papel de filtro.
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4.2.7. Determinagao de agucares e subprodutos por cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC).

Ao liquido coletado (15 ml) depois da centrifugagcéo determinou-se o pH (medidor
de pH mPA210). Posteriormente as amostras foram aquecidas no forno micro- ondas por
7 segundos, para elevar a temperatura, e levar o valor do pH até 2 usando HCI (4,0M).
Fizeram-se diluigées 1:10 com agua miliQ e filtragdes com membrana de 0,22 ym. As
amostras foram injetadas no HPLC (1200, Agilent Technologies, USA) com uma coluna
animex HPX-87 (300x7.8mm, Bio-Rad, USA) usando um detector de indice de refracao
(IR) (Agilent, HP1047A).

4.1. Resultados e discussao.

4.3.1. Producgao de esporos.
Na figura 4-1, apresentam-se os resultados da quantidade de esporos produzidos
no meio arrozem 10 dias a 30°C. Os resultados variam conforme a cepa; algumas delas
se caracterizam pela abundante quantidade de esporos produzidos e outras pela baixa
quantidade. R. oligosporium 25975 apresentou uma quantidade de esporos de 1,96x107
esporos/ml e foi o melhor produzindo esporos, seguida de R. arrhizus 2582, R.
oligosporium 3267, R. oryzae 28168, R. oligosporium 2710, R. 28169, tendo todos eles
uma concentragao de esporos/ml igual ou superior a 1,59x107. R. formosa 28422
apresentou, a mais baixa concentragdo de esporos (4,96x108 esporos.ml'). R. circians
1475, apresentou uma concentragdo de esporos baixa (8,90x10° esporos.ml'), R. 395
obteve 7,38x10° esporos.ml' e R. 3271 tem 1,27x107 esporos.ml'. Cabe mencionar R.
oligosporium e R. oryzae produziram maior quantidade de esporos que outras espécies.
O tempo de incubacgao variou no tempo dependendo da producgao de esporos. Os
fungos R. oligosporium 25975, R. oryzae 28168, R. oligosporium 2710, R. 28169, R. 3562,
R. 395 e R. arrhizus 28425, produziram boa quantidade de esporos em menos de 10 dias.
Os fungos que demoraram mais tempo na produgéo de esporos sao R. arrhizus 2582, R.
oligosporium 3267, R. arrhizus 16179 e R. 5905. Existe uma clara evidéncia de que alguns

Rhizopus ndo produzem elevadas quantidades de esporos, mesmo até os

23 dias de incubacao, podendo-se explicar este fenbmeno por caracteristicas
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genotipicas inerentes a cada Rhizopus. O importante é que o arroz demostrou ser para

a maioria um substrato de baixo custo para produzir esporos.
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Figura 4-1. Concentragao de esporos das 17 espécies de Rhizopus no meio arroz e o

tempo de incubacao.

4.3.2. Producao de acido fumarico: primeira selegao

Ao término das fermentacgdes, foi determinada a concentragdo de acido fumarico
(Figura 4-2). R. 395 é o fungo que apresentou maior produgédo de acido fumarico com
2,48 + 1,65 g.L", seguida de R. circicans 1475 (2,25+1,51g.L™"), R. 3271
(1,96+0,30g.L"), R. delemar 34612 (1,49+0,14 g.L*"), R. oligosporium 3267 (1,41+0,22
g.L") e R. 5905 (1,18+0,07 g.L"). Todos eles tinham pellet ou micélios, exceto R.
oligosporium 3267, que predominou a morfologia de grumo. O fungo com maior massa
seco na biomassa foi R. arrhizus (12,37+0,23). Estes fungos diferem dos outros, por

produzir mais de 1.0 g.L"" de acido fumarico. Utilizando o teste de ANOVA,
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baseado no analise de variancia, com todos os fungos, observaram-se que a variancia
das médias das produgdes de acido fumarico dos fungos R. 395, R circicans 1475, R.
oryzae 28168, sdo elevadas, por isso foram separadas de um segundo andlise de
ANOVA, concluindo que existe diferenga significativa pelo menos em um dos grupos.
Usando o teste de Tukey, determinou-se que existe diferenga significativa de R. 3271,
R. delemar 34612, R. oligosporium 3267 e R. 5905, frente ao resto dos outros Rhizopus.
Além disso, determinou-se que a média da producao de acido fumarico de

R. 3271 apresenta diferenca significativa em relagcado aos outros fungos. Cabe ressaltar
que dois dos fungos separados inicialmente sdo os primeiros produtores de acido
fumarico.

Analisando a figura 4-2, se aprecia que os maiores produtores de acido fumarico,
no inoculo ndo tem uma concentracdo de esporos elevada, assim como a biomassa
formada, portanto pode se interpretar que as 17 cepas de Rhizopus avaliadas nao
dependem exclusivamente da concentragdo de esporos, sendo das caracteristicas
fisioldgicas que envolvem a cada fungo, sua adaptagao aos inibidores do hidrolisado e ao
substrato no meio de cultivo. O que se desprende da Figura 4-2, € que R. 3271, R,
delemar 34612, R. oligosporium 3267 e R. 5905 apresenta diferenga significativa frente
as outras cepas e que R. 395, R. circicans 1475, por ter elevada a desvio padrao, foram

consideradas para uma segunda avaliagao e seleg¢ao de produtores de acido fumarico.
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Figura 4-2. Producgao de acido fumarico e sua correlagdo com a biomassa seca e a

guantidade de esporos utilizada na fermentagao.

Na figura 4-3, Existe uma correlacéo entre a formagao de acido fumarico e a forma
da biomassa. Formas miceliares e os pellets, pelo pequeno tamanho (<3,0mm) ajudam a
que o fungo tivera maior contato com os componentes do meio para se alimentar e realizar
o intercambio gasoso pela influencia da agitacdo. Neste experimento foi usada a
temperatura 6tima de crescimento e de formagédo de acido fumarico (30°C); embora o
nivel de agitagdo usado, foi o mais baixo (120 rpm), ja que s&o reportadas normalmente
180, 200 e 220 rpm (ZHOU et al., 2011). A formacgédo de acido fumarico acontece em
condi¢cdes oxidantes ou em concentracdes elevadas de Oz por isso & importante em

trabalhos de otimizag&o utilizar um nivel maior de agitagéo.
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Segundo SOBRAL, (2016), na hidrolises acida dos cachos vaziosda palma
sdo liberadas moléculas da estrutura da lignina, ela reportou 1,10% de lignina
soluvel. MEDINA et al., 2016, sinala a liberacado de acido p-hidroxibenzoico e acido
ferrulico que tem atividade antimicrobianas em bactérias e leveduras. Rhizopus tem
sido reportado como produtor de enzimas degradadoras de compostos fendlicos. A
producao de tanases atuando sobre o acido tanico formando acido galico tem sido
reportado em R. oryzae (HADY et al.,, 1994; PUROHIT et al., 2006), Rhizopus
microsporus var. chinensis e Rhizopus stolonifer conseguem degradar o acido
vanilico em alcool vanilico e Rhizopus microsporus var. chinensis em vanilina
(GUIRAUD et al., 1992), hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (AL-TURKI, 2009),
R. arrhizus apresenta boa capacidade de degradar o antraceno (KRIVOBOK et al.,
1998). R. oryzae é utilizado no branqueamento da polpa Kraft, reduzindo a
toxicidade dos componentes fendlicos (PEREIRA et al., 2009), e outras espécies
com capacidade de sintetizar enzimas que degradem a poly (caprolactona) diol
(PCL) na degradacéao de plasticos (TOKIWA e SUZUKI 1997). Por estes motivos
fica claro que algumas espécies de Rhizopus tem a capacidade de degradar
compostos aromaticos presentes no hidrolisado dos cachos vazios da palma.

As capacidades de hidrolisar algumas moléculas aromaticas presentes no
hidrolisado sao inegaveis; embora, sao reportadas algumas consequéncias da
exposi¢ao destas moléculas € que alguns Rhizopus podem ter estresse, influindo
na eficiéncia do consumo dos agucares e producao de acidos organicos. Segundo
PALMQVIST (2000), o furfural pode inibir e afetar a velocidade especifica de
crescimento e o rendimento de biomassa e o ATP. Outros compostos fendlicos
podem causar particao e perdida da integridade da membrana celular, afetando sua
atividade de assimilar agucares e por tanto a integridade da membrana celular.
Possivelmente seja uma explicagao para alguns Rhizopus como R. 28169 e

R. arrhizus 2582 que tiveramrendimentos baixos de biomassas e de acido fumarico.
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4.3.5. Producao de acido fumarico: segunda selegao.

Na tabela 4-3, sdo apresentados os resultados das fermentacdes com 6,0
g.L"! de peptona de soja no meio, usando os seis Rhizopus escolhidos por serem
os maiores produtores de acido fumarico. O mesmo acido foi produzido com
concentragbes de até 4,67 g.L™" por R. circicans 1475, sendo pellets e micélios sua
morfologia. O &acido latico foi detectado em R. oryzae 28168 em baixas

concentragoes (0,06+0,02 g.L").

Tabela 4-3. Determinagao da biomassa e produg¢ao de acidos organicos usando

peptona de soja (6,0 g.L™")

Producao de Produgéao de

Codificacao de Ac. ; o Biomassa Descricéo da
Rhizopus Fumérico ACZQLLa_EI)CO (g.L ") biomassa
(9.L7) '

Micélios e pellet

R. circicans 4,67+0.05 0 6,72£#0.23  menores (bom

1475 .
crescimento)
R. 395 3,23+0.67 0 4,83£0.41 Diofilme e pellet
(abundante)
R delemar Pellet em
; 2,69+0.11 0 5,8410.36 cachos, biofilme;
34612 L
micelios e pellet.
Micélio e pellet
em cachos;
R. 3271 2,54+0.20 0 7,17+1.26 grumo e
micélios.
R. oligosporium Grumo e
3067 1,41+0.22 0 4,5310.62 micélios
R oryzae 28168 1,03:0.72  0,06:0,02  6,33t0.18  poiCS®

Nestes resultados se evidencia que a peptona de soja € um substrato
adequado para estimular a formagao de acido fumarico nas espécies de Rhizopus.
Os resultados da tabela 4-3 e figura 4-4, demostram que quatro, dos seis fungos
escolhidos tem um bom potencial para continuar avaliando este processo usando

peptona de soja. A morfologia observada pelos maiores produtores de acido
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fumarico tem como denominador o pellet e micélios, embora os fungos R.
oligosporium 3267 e R. oryzae 28168, que nao produziram muito acido fumarico,
formaram grumos, micélios e biofilme, podendo-se explicar diretamente que os
agucares presentes no hidrolisado dos EFB e a peptona de soja, ndo estimulam a
producgao de acido fumarico. Destaca-se também que R. oligosporium 3267, sempre
evidenciou a forma preferencial de grumos como forma de crescimento em todas as
avaliagbes e repeticdes.

Na figura 4-4, apresentam-se os dado que ressaltam a producao de acido
fumarico em relacdo ao consumo de agucares, onde a maior producao de acido
fumarico foi por R. 395 e R. circicans 1475 mas marcada por um baixo consumode
agucares; os outros fungos que consumindo maior quantidade de agucares

produziram menor quantidade de acido fumarico.

[— —_
o] (e \]

Acido fumarico g.L-!
Consumo de agucares g.L™'
N

R. 395 R. circicans 1475 R. 3271 R. delemar 34612 R. oligosporium 3267 R. oryzae 28168
Especies de Rhizopus

O Acido fumarico B Consumo de acucares

Figura 4-4. Producgao de acido fumarico e consumo de agucares usando peptona
de soja.
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Na tabela 4-4, se apresentam os resultados das fermentagdes com 1,5 g.L"’
de sulfato de ambnia no meio, usando os seis Rhizopus escolhidos por serem os
maiores produtores de acido fumarico. O mesmo acido foi produzido com
concentragdes de até 3,67g.L"! por R. 3271, sendo pellets e micélios sua morfologia.
O &cido latico foi detectado em R. circicans 1475 (3,00 g.L7'+0,82 g.L" '), R. 395

(0,93+0,66 g.L")e R. oryzae 28168 em baixas concentragdes

(0,05£0,03 g.L"").

Tabela 4-4. Determinagao da biomassa e produc¢éo de acidos organicos usando
sulfato de amoénia (1,5 g.L™").

Produgao de

Producgao de

Codificacdo de . ; " Biomassa Descricéo da
. Ac. Fumarico Ac. Latico .
Rhizopus L biomassa
P (@.L") (@.L") (L)
R. 3271 3,67+0,10 0 8,54+0,79 Micélio e pellet
R. 395 3,41+0,04 0,93+0,66 5,284+0,33 Grumo; biofilme.
Biofilme
R. circicans 1475 2,89%0,87 3,0040,82 6,92+1,69 abundante;
escasso pellet.
Micélio, poucos
R. delemar 34612  1,32+0,93 0 5,93+0,12 pellets; biofilme.
Biofilme, pellet
R. oryzae 28168  2,49+0,61  0,0540,03  6,85:050 2cundantese
pequenos;
miceélios.
R. oligosporium Biofilme e
- 090Sp 1,30+0,22 0 5,61+0,66  poucos pellets;

3267

micélio.
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Na tabela 4-4 e figura 4-5, usando sulfato de aménia, (3) dos (6) fungos
avaliados apresentam potencial para produzir acido fumarico e (2) fungos que
poderiam avaliar para produzir o acido latico (R.395 e R. circicans 1475). Estes
resultados denotam que R. 395 e R. circicans 1475 tem as capacidades metabdlicas
para produzir acidos organicos usando como fonte nitrogenada a peptona de soja e
o sulfato de aménia. Embora R. circicans 1475 produziu os maiores titulos de acido
latico (3,00 £0,82 g.L "), por cima de R. 395 (0,93
10,66), sendo este ultimo classificado como bom produtor de acido latico por Liu et
al. (2006). A morfologia apresentada nos fungos usando sulfato de aménia nao foi
homogénea, apresentando grumos e biofilme (R. 395) e biofilme abundante e
escassez de pellet (R. circicans 147). Estes resultados evidenciam que a
capacidade de produzir acido latico € uma caracteristica metabdlica intrinseca
destes fungos, podendo-se melhorar com as optimizagdes da morfologia.

Na figura 4-5, apresentam-se os dados da producao de acido fumarico em
relacao ao consumo de acucares, onde a maior producao de acido fumarico foipor
R. 3271 e R. circicans 395. O consumo de agucares foi menor emrelacao a peptona

de soja. Os meios de fermentacao foramincubados a 30°C a 120RPM por 96horas.



109

6 -
L5
s 2
- n 4
o 9 4 1
o S .
O S i
— -
& 8 3
E ) ]
& O 1
2 _

o O ]
o £ 1
(&) 3 ]
< c 1 ]
o) ]

O ]

R. 395 R. circicans 1475 R. 3271  R. delemar 34@R2oligosporium 32687 oryzae 28168
Especies de Rhizopus
@ Acido fumarico | B Consumo de acucares |

Figura 4-5. Producgéo de acido fumarico e consumo de agucares, usando sulfato
de amoénia.

A peptona de soja é o principal substrato para produzir acido fumarico em
relacado a sulfato e aménia e ureia, este ultimo substrato foi avaliado comR. delemar
34614 anteriormente. R. 395, usando peptona de soja produziu 3,41 g.L"" de acido
fumarico em relagdo aos 3,23 g.L-! obtidos usando sulfato de aménia, o que
representa 0 94,72% de acido fumarico produzido com peptona de soja; além disso,
sintetizou também acido latico usando sulfato de amoénia; este fungo diminuiu a
produgcdao de acido fumarico por sintetizar acido latico como pode-se ver nos
resultados. Em relacdo a R. circicans 1475, existe uma mais clara evidencia da
diminuicdo da produgdo de acido fumarico usando sulfato de aménia, esta
diminuicdo corresponde ao 38,12% de acido fumarico; além disso, sintetizou-se
acido latico em concentragées altas (3,00 g.L™"), portanto pode se afirmar que a
diminui¢ao da produgéo de acido fumarico com sulfato de aménio pode se atribuir a
produgao de acido latico.

A quantidade de acgucares consumidos foi diferente, porque nem todos os

fungos usaram todo o agucar disponivel. Os maiores consumidores de
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acucares totais sdo R. 3271, R. delemar 34612, R. oligosporium 3267, R. oryzae
28168 (peptona de soja) que vao de 8 até 11 g.L-' e os menores consumidores foram
R. 395 e R. circicans 1475 em torno de 2 a 4 g.L"' (Peptona de soja e sulfato de
amdnia). Um fato importante destacou aqui, porque sendo estes ultimos fungos os
maiores produtores de acido fumarico e acido latico sdo os que menos agucares
consomem, uma possivel explicagdo para este fato, pode ser que estes fungos
utilizarem outros componentes do meio que nao se tinham detectado, como os
componentes fendlicos produto da solubilizagéo da lignina na hidrolise acida, esta
hipotese deveria era objeto de outros experimentos.

Na figura 4-6, verificou-se que nao existe diferenca significativa nos valores
das biomassas secas dos fungos em relagdo a fonte nitrogenada, entretanto
percebam-se uma tendéncia de que a utilizacdo de sulfato de ambnia estimula a
producdo de mais biomassa em relagao a peptona de soja.

Apresentam-se na figura 4-6 a massa seca das biomassas dos fungos
avaliados. Determinou-se no analise dos dados que nao existe diferenca
significativa entre o uso da peptona de soja e o sulfato de amdnia, na produgéo de
maior quantidade de biomassa. Embora, seja claro que analisando a morfologia das
biomassa, usando sulfato de amodnia, elas produzem micélio e grumos a diferenga
dos pellets e formas micelares que se obtém usando peptona de soja. Segundo
ZHENGXIONG etal., 2011, o uso de sais inorganicas favorece a formagao de grumos
acumulando biomassa, possivelmente seja 0 que ocorre; embora, ndo exclua o

potencial intrinseco da produg¢ao de acidos organicos destes fungos.
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Figura 4-6. Determinagao da biomassa seca das espécies de Rhizopus usando

hidrolisado dos cachos vazios da palma com diferentes fontes nitrogenadas.

4.3.5.Producao de acido fumarico usando trés cepas

Na figura 4-7, se apresentam os resultados de produg¢ao de acido fumarico,
acido latico, consumo de agucares e produgao de biomassa fungicas usando R.
circicans 1475 (A), R. 395 (B) e R. 3271 (C), no meio hidrolisado da palma com

peptona de soja.
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Figura 4-7. Producéo de acidos organicos usando peptona de soja. A: R. circicans

1475. B: R. 395. C: R. 3275.
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Os fungos R. circicans 1475, R. 395 e R. 3271 foram escolhidos pela
capacidade de sintetizar acido fumarico em presencga de peptona de soja e sulfato
de amoénio. Na figura 4-7A, R. circicans 1475,eleva sua produgao de acido fumarico
de 3,23+0,67 g.L" até 5,65+0,27g.L" 0 que representa um incremento do 57,1%, ao
aumentar a concentragdo de agucares totais de 10,90+0,28 até 45,31+£2,09. Esta
producao de acido fumarico é evidenciada pelo consumo de agucares de 3,58+0,91
g.L" até 11,18+0,33 g.L" o que representa um incremento em 32% em relagdo ao
consumo inicial. A biomassa incrementou-se de um 4,51+0,39 g.L' até um
6,80+0,60 g.L" o que representa um aumento de 66%. Um fato importante é que o
acido latico apareceu ao aumentar a concentracao de agucares total, chegando a
uma concentragdo de 3,99+0,80 g.L™".

Na figura 4-7B, R. 395 incrementou sua produgao de acido fumarico de 4,50
g.L-" até 4,61g.L" ndo apresentando diferenga significativa (p>0.05), pelo que pode-
se assumir que nao teve aumento na produgao de acido fumarico quando se eleva
a concentragcao de acucares totais de 10,90+0,28 até 45,31£2,09. Mesmo que a
produgao de acido fumarico seja baixo o consumo de agucares foi maior, indo de
4,49+0,059.L" até 14,78+2,15g.L" o que representa um incremento em 30%. A
biomassa incrementou-se de um 4,03+0,03 g.L' até um 9,94+0,55 g.L' o que
representa um aumento de 40%. Registrou-se também que em maiores quantidades
de agucares o acido latico foi produzido, indo desde 0 g.L-" até 1,90+0,90 g.L",
sendo menor a producao que do R. circicans 1475.

Na figura 4-7C, R. 3271, incrementou sua produgao de acido fumarico de 2,45
g.L" até 5,25 g.L" o que representa o um aumento de 46.6%. O consumo de
agucares totais vai de 4,46+0,52 até 15,31+2,09 gL' o que representa um
incremento em 29%. A biomassa incrementou-se de um 4,94+0,86 g.L' até um
9,03+0,61 g.L' o que representa um aumento de 55%. Registrou-se também a
presencga de acido latico quando aumenta a concentragdo de aglcares de 0.0 g.L
até 1,53+0,47 g.L™".

No analise dos parametros de medicao dos trés fungos avaliados, se pode
apreciar que R. 3271 foi o fungo que mais agucares totais consumiu (15,39+3,85g.L"

") 0 que representa um consumo de 34%. R. 395 foi o fungo na
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sequencia, que também apresentou um consumo elevado de acgucares de
14,78+2,15 g.L"' 0 que representa um consumo de agucares 32.6% e R. circicans
1475 foi o fungo com menor consumo de agucares totais (11,18+0,33 g.L™") o que
representa um 24.7% da concentragdo inicial do meio. O maior consumo de
agucares pode estar vinculado a formagado de biomassa e do massa seca dos
fungos, por isso existe uma correlagao entre o consumo de agucares e a formagao
de biomassa, nosso caso os fungos que tiveram maior biomassa foram os que
consumiram maior quantidade de agucares (R. 395 e R. 3271); embora R. circicans
1475 tem uma menor formacado de biomassa, ele produz maior quantidade acido
fumarico e acido latico, tendo os maiores rendimentos em 10,90 e 45,31 g.L" de
agucares. A peptona de soja ndo so estimula a produgédo de biomassa sendo que
prove de cofatores e vitaminas para o desenvolvimento adequado do
microrganismo, por este motivo, a utilizagdo de esta fonte nitrogenada deve ser
considerada uma boa opg¢ao para a produgao de acidos organicos.

Os fungos R. circicans 1475, R. 395 e R. 3271, apresentaram maiores
rendimentos de acido fumarico em presenga de 10,90 g.L"' de concentragéo de
agucar no meio, em relagdo aos 45,31 g.L-!, dos aglcares no outro meio. Estes
resultados se explicariam pela quantidade de xilose no meio que poderia causar uma
inibicdo por aumento de substrato, além das limitagbes metabdlicas que tem
Rhizopus ao metabolizar completamente a xilose, sem esquecer-se do aumento das
concentragdes dos subprodutos da hidrolise como o HMF e o furfural. R. 395 em
10,90 g.L' de aglicares no meio apresentou o melhor rendimento dos trés fungos,
apresentando diferenga significativa (p<0,05), pelo que pode ser candidato para
avaliacbes em batelada alimentada em experimentos futuros. Quando a
concentracdo de acucares aumenta, R. circicans 1475 e R. 3271, apresentam
maiores produgdes, mas sem ter diferenca significativa entre eles (p>0,05), também
evidenciou-se que R. 3271 consumiu um 37,65% mais agucares e produziu um
32,79% mais biomassa que R. circicans 1475. Portanto R. circicans 1475 com um
menor consumo de agucares, produz menor quantidade de biomassa e similares

teores de acido fumarico que R. 3271.
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Na figura 4-8, se apresentam os resultados de produgao de acidofumarico,
acido latico, consumo de agucares e produgao de biomassa fungicas usando R.
circicans 1475 (A), R. 395 (B) e R. 3271 (C), no meio hidrolisado da palma com
sulfato de aménio. Na figura 4-8A, R. circicans 1475, produz acido fumarico, mas os
valores nao tem significativa entre eles, indo desde 3,12+0,30 até 3,98+0,62g.L". O
consumo de acglcar na fermentagido foi de 4,06+2,00 g.L' (aglcar total de
10,90+0,28 g.L") e de 18,48+0,52 g.L' (agUcar total de 45,31+2,09g.L") o que
representa um incremento do consumo 22%. A biomassa incrementou-se de um
3,765+0,34 g.L" até um 8,18+0,30 g.L"! o que representa um aumento de 46%. A
producao de acido latico n&o teve umincremento significativo entre o grupo de baixa
concentracao de agucares e de alta concentragdo de agucares. Na figura 4-8B, R.
395, produz acido fumarico, mas ndo se aprecia um incremento significativo (p>0,05)
de sua concentracdo ao aumentar a concentracdo de agucares, estes valores vao
de 2,76+1,02 até 3,98+0,62 g.L'. A concentracdo de agucar utilizado na
fermentagdo foi de 5,22+0,44 g.L-' (aglcar total de 10,90+0,28 g.L-') e de
18,75+2,63 g.L" (agucar total de 45,31+2,09g.L") o que representa um incremento
do consumo 28% em relagao a condic¢ao inicial. A biomassa incrementou-se de um
3,98+0,04 g.L" até um 9,05+1,73 g.L" o que representa um aumento de 44%. A
producao de acido latico foi maior quando a concentragao de agucares foi menor
apresentando um valor de 3,00+1,64g.L™", mas quando elevou-se a concentragao de

agucar no meio o valor diminuiu até 1,09+0,02.
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Figura 4-8. Producgao de acidos organicos usando sulfato de aménia. A: R.

circicans 1475. B: R. 395. C: R. 3275.
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Na figura 4-8C, R. 395, produz acido fumarico, existindo um incremento
significativo (p<0.05) de sua concentragdo ao aumentar a concentracdo de
agucares, estes valores vao de 3,67+0,20 até 4,48+0,15 g.L"'. O consumo de aglicar
na fermentagdo foi de 4,36+0,14 g.L-' (agucar total de 10,90+0,28 g.L") e de
21,59+1,72 g.L" (agucar total de 45,31+2,09g.L-") o que representa um incremento
do consumo 20% em relagéo a condigao inicial. A biomassa incrementou-se de um
4,05+0,25 g.L" até um 14,18+1,87 g.L"" o que representa um aumento de 28,5%.A
producgao de acidolatico foi detectada quando a concentragédo de agucares foi mais
elevada 1,04+0,01 g.L™".

No analise dos parametros de medigédo dos trés fungos avaliados, se pode
apreciar que R. 3271 foi o fungo que mais agucares totais consumiu (21,59+3,85g.L"
) o que representa um consumo de 47,6%. R. 395 e R. circicans 1475 tiveram
consumos similares como 41% 40,7% respectivamente. Ao igual que na figura
anterior, R. 3271, apresentou maior quantidade de biomassa, em relacao aos outros
fungos avaliados. Quando se analisa a producao de acido fumarico, se observa que
nao existe diferenga significativa entre os fungos R. circicans 1475 e
R. 395, mas R. 3271 apresenta a maior concentracdo. O acido latico apresentou
valores baixos em geral, mas R. 395 com uma concentragéo de agucares baixa no
meio conseguiu obter 3,00+1,64 que ressalta dos outros resultados e poderia indicar
que existe uma inibicdo por aumento de substrato.

Os valores da produgao de acido fumarico em concentracdes de 10,90 g.L-
'e 45,31 g.L-' de aguicares no meio cada um, ndo apresentam diferencga significativa
(p>0,05). Alias, determinou-se que R. 395 sintetiza acido latico em concentracdes

de 10,90 g.L-! de aguicar no meio.
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4.2. Conclusoes.

v

Determinou-se que as 17 cepas de Rhizopus produziram acido fumarico,
usando os agucares contidos no hidrolisado dos cachos vazios dapalma.
Determinou-se que o R. 395 em concentragdes de agucares de 10,90 g.L-
'com 6,0 g.L"' de peptona de soja, produziu 4,50 g.L" de acidofumarico.
Determinou-se que R. circicans 1475 e R. 3271 em concentragdes de agucar
de 45,31 g.L-1, produziram 5,65 g.L"' e 5,25 g.L' de acido fumarico
respectivamente.

Determinou-se que existe biossinteses de outro acido. R. circicans 1475 em
presencia de 45,31 g.L-! de agucares e 6,0 peptona de soja, produziu 3,99
g.L™" de acido lactico.

Determinou-se que o pellet e as formas miceliares dispersas favorecem a

producgao de acido fumarico.
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Analise estadistico de ANOVA.
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Foram testadas 17 cepas de Rhizopus usando ANOVA para ver o analise de
variancia entre grupos e dentro dos grupos. Os resultados sao apresentados na

sequencia.

Analise de variancia de um fator com todos os

grupos.
RESUMO

Grupos Conta Suma Meia variancia
R. 395 2 4.9634 2.4817 10.9503
R. circicans 1475 2 4.4970 2.2485 9.1188
R. 3271 2 3.9296 1.9648 0.3695
R. delemar 34612 2 2.9700 1.4850 0.0841
R. oligosporium 3267 2 2.8300 1.4150 0.1895
R. 5905 2 2.3500 1.1750 0.0221
R. oryzae 28168 2 1.8750 0.9375 1.5313
R. oryzae 28627 2 0.8643 0.4321 0.0404
R. arrhizus 2582 2 0.5200 0.2600 0.0008
R. delemar 1492 2 0.4900 0.2450 0.0041
R. arrhizus 16179 2 0.4328 0.2164 0.0178
R. 28169 2 0.4444 0.2222 0.0022
R. oligosporium 25975 2 0.3400 0.1700 0.0018
R. formosa 28422 2 0.1780 0.0890 0.0000
R. 3562 2 0.5200 0.2600 0.0288
ANALISE DE Variancia

Valor
Soma de Grados de Meia das Probabilid  critico
Origem das variacoes quadrados libertade quadrados F ade para F

Entre grupos 19.44435862 14 1.388882759 0.9316 0.5502 2.42436
Dentro dos grupos 22.36120174 15 1.490746783

Total

41.80556036 29




Foram testadas 12 cepas de Rhizopus usando anova para ver o analise de variancia
entre grupos e dentro dos grupos. Os resultados sdo apresentados na sequencia.

Analisis de varianza de un factor sin tres grupos que tienen mucha varianza
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RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Meia variéncia
R. 3271 2 3.9296 1.9648 0.3695
R. delemar 34612 2 2.9700 1.4850 0.0841
R. oligosporium 3267 2 2.8300 1.4150 0.1895
R. 5905 2 2.3500 1.1750 0.0221
R. oryzae 28627 2 0.8643 0.4321 0.0404
R. arrhizus 2582 2 0.5200 0.2600 0.0008
R. delemar 1492 2 0.4900 0.2450 0.0041
R. arrhizus 16179 2 0.4328 0.2164 0.0178
R. 28169 2 0.4444 0.2222 0.0022
R. oligosporium 25975 2 0.3400 0.1700 0.0018
R. formosa 28422 2 0.1780 0.0890 0.0000
R. 3562 2 0.5200 0.2600 0.0288
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Soma de grdos de  Meia dos Probabilidade CZZI;};
variaciones cuadrados  libertade  quadrados F para F

Entre grupos 9.43416625 11 0.85765148 13.52594 0.00004 2.71733
Dentro dos grupos 0.76089465 12 0.06340789
Total 10.1950609 23




Teste de Tukey

Variaveis de mediagao para Teste de Tukey

HSD 0.40852377
Qa 5.62
Mse 0.06340789
n 12

HSD: Diferenga honestamente significativa

Qa: Multiplicador
MSe: Cuadrado do erro meio
N: Tamanho de cada um dos grupos

Tabela 4-7. Valores relacionados das meias de cada Rhizopus com o valor De HSD.

R. delemar
34612
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R.
delemar

34612

R.

oligosporium

3267

5905

oryzae
28627

R. R.
arrhizus

2582 1492

delemar

R.
arrhizus

16179

R.

28169 25975

oligosporium

R.
formosa

28422

3562

R
oligosporium
3267

0.55

0.79

1.53

1.70

1.72

1.75

1.74

1.79

1.88

1.70

R. 5905

R. oryzae
28627

R. arrhizus
2582

R. delemar
1492

R. arrhizus

16179

R. 28169

R.
oligosporium
25975

R. formosa
28422

R. 3562

Onde as casas de cor amarela, indicam que existe diferenca significativa dos Rhizopus
3271, R. delemar 34612, R. oligosporium 3267 e R. 5905. Mas o valor da media da produgao
de 4cido fumarico de R. 3271 é significativamente diferente a todos os fungos testados. As
casas de cor laranja sinalizam que nao existe estatisticamente diferenca significativa entre

as meias dos Rhizopus avaliados
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Na figura 4-9, sdo mostradas as morfologias das biomassas produzidas no final da
fermentacao, usando peptona de soja. As caracteristicas dos fungos avaliados

€ que formaram sé pellet (R. 395), micélio e pellet (R. circicans 1475), pellet em
racimo (R. 3271 e R. delemar 34612), s6 micélio (R. oryzae 28168) e grumo e

micélio (R. oligosporium 3267).

Figura 4-9. Morfologias da biomassa dos seis fungos avaliados na primeira
selecao usando peptona de soja.
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Na figura 4-10, se apresentam as morfologias das biomassas produzidas no final da
fermentacdo, usando sulfato de amoénia. As caracteristicas dos fungos avaliados é

que formaram grumo (R. 395), pellet escassos (R. circicans 1475; R. delemar 34612;

R. oligosporium 3267), micélio (R. 3271; R. delemar
3612; R. oligosporium 3267; R. oryzae 28168).

Figura 4-10. Morfologias da biomassa dos seis fungos avaliados na primeira
selecao usando sulfato de amodnio.
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Figura 4-11. Morfologias da biomassa dos trés fungos avaliados na segunda

selecdo usando peptona de soja.
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Figura 4-12. Morfologias da biomassa dos trés fungos avaliados na segunda

selegao usando sulfato de aménio.
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Tabela 4-6. Parametros de medicdo das fermentacdes por Rhizopus no

hidrolisado dos cachos vazios do fruto da palma, usando peptona de soja.

Fungos
Parametros
el
e MedIga0 g circicans 1475 R. 395 R. 3271
Concentragao
de acticares 10,00+0,28 4531+2,09 10,90+0,28 45,31£2,09 10,90£0,28 45,312,09
g.L"
Acucar
consumido  3,58+0,91 11,18+0,33 4,49+0,05 14,78+2,15 4,460,552 15,39+3,85
g.L"
B'Ogmf‘_?sa 451+0,39 6,80:0,60 4,03+0,03 9,94+0,55 4,94+0,86 9,03%0,61
Acido
¢ . 3,23:t0,67 565:0,27 4,50£0,04 4,610,14 2,45:020 525+0,82
fumarico g.L
Ac'dgol_'_"i‘t'c" 0,00£0,00 3,99:0,80 0,00:0,00 1,90+0,90 0,00£0,00 1,53+0,47
Y (AF) 0,90 0,48 1,01 0,31 0,55 0,34
Y (AL) 0,00 0,36 0,00 0,13 0 0,10
Y (AO) 0,90 0,86 4,50 0,44 0 0,44
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Tabela 4-9. Parametros de medic¢ao das fermentagdes por Rhizopus, usando

sulfato de amonio.

N Fungos
Parametros 9
de medicao
¢ R. circicans 1475 R. 395 R. 3271
Concentracgéao
de actcares 10,90:0,28 4531:2,09 10,90+0,28 4531+2,09 10,90£0,28 4531+2,09
g.L?
Acucar
consumido  4,064277 18484052 5224044 1875+2,63 4,3620,14 21,59%172
g.L"
B'Ogmf_?sa 3,765:0,34 8,18:0,30 398:0,04 9,05:1,73 4,05:0,25 14,18+1,87
Acido 3,12:0,30 398+0,62 2,76+102 398:060 3,670,220 4,480,15
f ra -1 ) =\ ’ ] ’ =1 ’ =\ ) =\ ) =\
umarico g.L
AC'ZOL'_?“CO 0,930,32 1,010,04 3,0041,64 1,09£0,02 0,00:0,00 1,04+0,01
Y (AF) 0,77 0,05 0,53 0,21 0,84 0,21
Y (AL) 0,23 0,05 0,57 0,06 0 0,05
Y (AO) 1,00 0,27 1,10 0,27 0,84 0,26




